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RESUMEN 
 
El arroz (Oryza sativa L.) es un alimento básico para más de la mitad de la población 
mundial. Considerando la importancia del arroz como cultivo alimenticio, la obtención de 
variedades mejoradas con características agronómicas que impacten positivamente en la 
resistencia a condiciones desfavorables, incrementará la autosuficiencia alimentaria de la 
población. La sequía es el principal factor limitante para el incremento de la productividad 
agrícola mundial, y el mejoramiento de variedades resistentes a sequía involucra la 
manipulación de un sistema de caracteres complejos por lo que el desarrollo de plantas con 
mejoras en la resistencia a estrés hídrico es una necesidad latente. Estudios recientes del 
metabolismo de la trealosa han puesto en evidencia la capacidad generalizada de las plantas 
de sintetizarla y el importante papel que tiene en la resistencia a estrés hídrico. Este proyecto 
parte de la hipótesis de que la inhibición por RNA antisentido del gen de la trealasa 
incrementa los niveles de trealosa y se confiere tolerancia a estrés abiótico. El objetivo 
principal de este trabajo consistió en analizar el efecto de la inhibición del gen de la trealasa 
por RNA antisentido en la resistencia a estrés hídrico en dos variedades mexicanas de arroz 
con distinta tolerancia a sequía (riego y secano). La metodología propuesta para tal fin 
consistió en obtener un cultivo de callo embriogénico de arroz para su transformación por el 
método de biobalística con vectores de expresión de RNA antisentido dirigidos a la trealasa. 
Las plantas transformantes se obtuvieron por germinación de embriones somáticos resistentes 
a higromicina en medios suplementados con reguladores de crecimiento y sometidas a un 
proceso de propagación, enraizamiento y aclimatación a condiciones de Invernadero. El 
material obtenido se analizó por PCR y funcionalidad de β-glucoronidasa como gen 
reportero; así mismo fue analizada la disminución de actividad trealasa en condiciones in 
vitro. Las plantas en condiciones de invernadero fueron sometidas a un periodo estrés hídrico 
al final del cual fue analizado el contenido de azúcares, CRA de hoja, fotosíntesis así como 
distintos parámetros fenológicos como producción de biomasa y hábitos de crecimiento. Las 
líneas transgénicas mostraron un incremento en la concentración de trealosa presente en raíz 
en condiciones de sequía, siendo mayor la capacidad de acumulación de la variedad de arroz 
tipo secano (resistente a sequía), donde también incrementaron la biomasa. Los niveles de 
trealosa alcanzados para las plantas transgénicas fueron de 780 y 870 μgr/gr PS como valores 
máximos para las variedades de riego (Morelos A98) y secano (Temporalero A95) 
respectivamente. Esta acumulación de trealosa condujo a un incremento significativo en la 
capacidad fotosintética de las líneas transgénicas en condiciones de riego y aumenta en 
condiciones de sequía en líneas derivadas de Morelos A98 explicado por altos niveles de 
CRA. En plantas transgénicas derivadas de Temporalero A95 el incremento de la actividad 
fotosintética y alto CRA se ve afectado por el tratamiento de sequía aplicado. De esta manera 
fue posible concluir que la inhibición de la trealasa conduce a un incremento de trealosa en 
condiciones de sequía, y que la tolerancia de la planta a las condiciones de estrés se ve 
incrementada manteniendo altos nivel de fotosíntesis. 
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INTRODUCCION 
 
 
 
El incremento explosivo de la población mundial, junto con el continuo deterioro de las 
tierras arables, la escasez de agua y el incremento en el estrés ambiental, resultan en serios 
problemas para la producción agrícola y seguridad alimentaria mundial. A pesar de los 
esfuerzos enfocados para mejorar los cultivos principales por medio del mejoramiento 
tradicional en su resistencia a diferentes tipos de estrés abiótico, como la sequía, la salinidad y 
las temperaturas extremas, los éxitos han sido limitados. La falta de un progreso deseable en 
esta área se atribuye al hecho de que la tolerancia al estrés abiótico es una característica 
compleja influenciada por la expresión coordinada y diferencial de una red de genes. 
 
El estrés abiótico puede afectar directa o indirectamente el estado fisiológico de un 
organismo alterando su metabolismo, crecimiento y desarrollo. Una respuesta común de los 
organismos al estrés por sequía salinidad y temperaturas extremas, incluye la síntesis y 
acumulación de componentes osmoprotectores conocidos como solutos compatibles. Estos 
son compuestos relativamente pequeños que incluyen aminoácidos y sus derivados, polioles, 
azúcares, metilaminas, etc. Estos compuestos denominados osmolitos son considerados como 
estabilizadores de las proteínas y estructuras celulares en condiciones de estrés. Uno de estos 
compuestos es la trealosa, un disacárido de glucosa que desempeña un importante papel 
fisiológico como protector de estrés abiótico en una gran cantidad de organismos, incluyendo 
bacterias, levaduras e invertebrados. En el Reino Vegetal, la mayoría de las especies no 
acumulan cantidades considerables de trealosa a excepción de las plantas conocidas como 
plantas de resurrección Selaginella lepidophylla, cuya característica es ser altamente resistente 
a la sequía. 
 
Con el estudio del metabolismo de la trealosa y el descubrimiento de genes homólogos 
para su biosíntesis en Selaginella, Arabidopsis y otras plantas se sabe que la habilidad de 
sintetizar trealosa está ampliamente distribuida entre las diferentes especies vegetales. Estas 
investigaciones han propiciado la realización de trabajos dentro del área de la ingeniería 
genética de plantas para lograr la sobreproducción y acumulación de trealosa y con ello lograr 
fenotipos interesantes en la tolerancia a estrés abiótico. Sin embargo los primeros trabajos 
mostraron los aspectos negativos de la acumulación de intermediarios de la biosíntesis de 
trealosa así como la degradación mediante la actividad hidrolítica de la enzima trealasa, por lo 
que la acumulación de del azúcar no fue posible. A pesar de lo anterior se obtuvieron 
resultados positivos de adquisición de diferentes niveles de tolerancia a estrés por sequía, 
salinidad y bajas temperaturas; a la par que se ha descubierto el importante papel de la 
trealosa-6-fosfato, intermediario del metabolismo, como molécula de señalización en el 
metabolismo de carbohidratos en plantas conduciendo a una mejora en la capacidad 
fotosintética de la planta.  
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Debido a los resultados positivos de adquisición de tolerancia al estrés abiótico con la 
manipulación del metabolismo de la trealosa, se han continuado las investigaciones con el fin 
de desarrollar estrategias que lleven al incremento de los niveles de acumulación del azúcar y 
con ello los de tolerancia en las especies estudiadas, con el objetivo final de obtener tales 
efectos en cultivos de importancia agronómica.  
 
Considerando la importancia del arroz en nuestra alimentación, es oportuno manipular la 
concentración de trealosa evaluar sus efectos en este cultivo que resulte en el desarrollo de 
variedades con una mejor tolerancia al estrés abiótico. Esto brindará la oportunidad de la 
siembra de arroz en áreas donde normalmente no se cultiva resultando en un impacto social y 
económico positivo y si se logra conferir un aumento en la capacidad fotosintética y mayor 
producción, dicha tecnología tendrá un valor agregado.  
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HIPOTESIS 
 
 
 
La inhibición por RNA antisentido del gen de la trealasa y con ello la acumulación de 
trealosa confiere tolerancia a estrés hídrico en arroz. 
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OBJETIVOS 
 
 
 
4.1 Objetivo General 
 
Analizar el efecto de la inhibición del gen de la trealasa por RNA antisentido sobre la 
tolerancia a sequía en arroz. 
 
 
4.2. Objetivos Específicos 
 
1. Analizar la funcionalidad de la secuencia antisentido en tabaco. 
 
2. Obtener un cultivo de callo embriogénico de Arroz. 
 
3. Transformar el cultivo con vectores de expresión del RNA antisentido por el método de 
biobalística. 
 
4. Caracterizar las plantas transgénicas de arroz obtenidas. 
 
5. Realizar ensayos de tolerancia a sequía en las plantas transgénicas. 
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ANTECEDENTES 
 
 
5.1 Origen e Historia del Cultivo del Arroz 
El arroz en uno de los cultivos más antiguos en la agricultura, puesto que se domesticó 
hace miles de años en Asia y en África, se extendió por China y por toda Asia 3 000 años 
antes de nuestra era y durante el último milenio se ha introducido progresivamente en el resto 
de los continentes. Si bien se trata de una planta de origen tropical, se encuentra totalmente 
adaptada a diversos ambientes, desde los desiertos egipcios o australianos hasta alturas de 2 
400 metros sobre el nivel del mar en Nepal o los altiplanos andinos.  
Se cultiva principalmente en agua mediante el sistema de campos inundados (el 56% del 
total cultivado: todo el de Europa, de Norte América, de Oceanía y más del 50% del de Asia), 
pero también puede efectuarse en secano, en lugares bajos donde las lluvias son abundantes 
(Suramérica, África y en diversas zonas de Asia) o bien en “tierras altas”. En la parte baja de 
los grandes ríos de Asia (Bangladesh, delta del Mekong, etc.) se cultivan los arroces flotantes, 
capaces de vivir a una cierta profundidad en el agua. De hecho, el agua en el cultivo del arroz 
actúa más impidiendo por gravedad el ascenso capilar de las sales de las capas freáticas más o 
menos superficiales que proporcionando sustento líquido para una elevada evapotranspiración 
de la planta (Franquet y Borràs 2006). 
Las 25 especies conocidas aproximadamente del género Oryza se encuentran distribuidas 
en las regiones tropicales y subtropicales de Asia, Norte y Sur de Australia y Suramérica. Las 
variedades que se cultivan en la mayoría de los países pertenecen al tipo Oryza, que cuenta 
con una veintena de especies, de las cuales solamente dos presentan un interés agrícola para el 
hombre. Oryza sativa (arroz común asiático y presente en la mayoría de los países 
productores de arroz en el mundo), originario de Extremo Oriente al pie del Himalaya. Esta 
dio origen por el extremo chino a la subespecie O. sativa Japónica y del extremo indio la 
subespecie O. sativa Indica. La gran mayoría de las variedades que se cultivan pertenecen a 
esta subespecie, que se caracteriza por su plasticidad y por su calidad culinaria (Franquet y 
Borràs 2006). 
5.2 Importancia Económica. 
El arroz es uno de los productos agrícolas cuyo cultivo y consumo más auge ha 
experimentado en los últimos años. Es el recurso alimenticio más utilizado por los países 
pobres en su alimentación y la demanda en los países ricos aumenta cada año. En la mayoría 
de los principales países productores de arroz se produce para el consumo interno. Es 
precisamente en Asia donde están los seis primeros productores de arroz del mundo: China, 
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India, Indonesia, Vietnam, Bangladesh y Tailandia. Son además de grandes productores, 
grandes consumidores de dicho cereal de verano, por lo que pocos de estos países se 
encuentran entre los más exportadores, como es el caso de China e India que, aunque juntos 
acaparan el 60% de la producción mundial, sólo exportan el 1% de su propia producción, 
dedicando el resto al consumo interno. El comercio del arroz es pequeño comparado con el de 
otros productos agrícolas; así, en la primera mitad de los años 90 del pasado siglo, ha sido del 
4% sobre el total de la producción, mientras que en el caso de otros productos como el trigo, 
el comercio mundial ha representado en el mismo período un 18% con respecto a la 
producción mundial (Franquet y Borràs 2006). 
 
Según las últimas estimaciones de la FAO, la producción arrocera aumentó en 2007 un 
uno por ciento hasta alcanzar los 650 millones de toneladas. Se trata del segundo año 
consecutivo en el que el crecimiento de la producción será menor que el crecimiento de la 
población, con el resultado de una disminución de la producción de arroz per cápita. 
Actualmente se prevé que el comercio internacional de arroz alcance los 29.9 millones de 
toneladas en 2008, 1.1 millones de toneladas por debajo de la estimación revisada de 2007. 
Las dificultades de abastecimiento a las que podrían enfrentarse la mayoría de los países 
exportadores hasta el último trimestre del año y las correspondientes restricciones sobre las 
exportaciones son factores determinantes para la reducción prevista en el comercio de arroz 
en 2008 (FAO 2008). 
 
 
5.3 Ecosistemas Arroceros de México 
 
A nivel mundial, se cultivan 80 millones de hectáreas de arroz en condiciones de riego, 
equivalente al 54% del área arrocera, en las que se produce el 75% del total de grano. Se 
cultivan también alrededor de 17.3 millones de hectáreas de arroz de temporal, 12% del total 
cultivado, que aportan el 4% de la producción total de grano. (Osuna 2001). 
 
En México el arroz se cultiva desde el Noroeste, en los Mochis, Sinaloa; Noreste, en el 
distrito de riego de Las Animas, en Tamaulipas, hasta el Sureste del país, en Chiapas. La 
mayor parte del arroz cultivado en el Norte y el Centro, se cultiva en condiciones de riego, 
bajo siembra directa o trasplante, mientras que la mayoría del arroz que se cultiva en el Sur es 
de temporal y siembra directa. La altitud de los sitios en los que se produce el arroz en nuestro 
país va de unos cuantos metros en muchos de los estados productores, hasta 1 400 m snm en 
Malinalco, estado de México, pasando por altitudes de 900 a 1 300 m snm en Morelos y 
Guerrero (Osuna 2001). Los sistemas arroceros que actualmente se manejan en México de 
acuerdo a Tavitas y Hernández (2000), son: 
 
5.3.1 Riego por Transplante (RT) 
 
Es el sistema de cultivo en el que casi todas las labores todavía se efectúan a mano, desde 
el establecimiento del almácigo hasta la cosecha. El agua para el riego del cultivo en algunas 
áreas proviene de manantiales, o de pequeñas presas en otras zonas. Con el sistemas RT se 
estableció el cultivo del arroz de la subespecie Indica en el estado de Morelos en 1836, de 
donde posteriormente fue llevado a otras áreas del país; actualmente el cultivo de arroz RT se 
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efectúa en la región central de México, centro de Veracruz, Valle de Apatzingán, Michoacán 
y centro de Jalisco. 
 
5.3.2 Riego por Siembra directa (RSD) 
 
Sistema de cultivo altamente tecnificado, en que la siembra de la semilla se efectúa 
directamente en el terreno, ya sea en líneas con máquinas terrestres, o “al voleo” con 
“voleadoras”, a mano o con avioneta agrícola. El resto de las operaciones: control de malezas, 
plagas, y fertilización se efectúan con avioneta; la cosecha se realiza con máquinas 
combinadas convencionales, donde el agua para el riego proviene de presas de 
almacenamiento. El cultivo de arroz RSD en México se lleva a cabo principalmente en el 
noreste (Sinaloa y Nayarit), occidente (Colima y costa de Jalisco) y noreste (área de las 
Huastecas, que comprenden sur de Tamaulipas, norte de Veracruz y oriente de San Luis 
Potosí). 
 
5.3.3 Temporal (T) 
 
El que depende del agua de lluvia, desde que gemina la semilla y a través de todas las 
etapas fenológicas de las plantas hasta la maduración del grano. En México este sistema de 
cultivo se efectúa en las entidades del trópico húmedo del sureste (Veracruz, Oaxaca, Chiapas 
y Campeche). 
 
5.3.4 Temporal con riegos de Auxilio (TRA) 
 
Difiere del sistema de temporal, común, porque el cultivo puede recibir riegos de auxilio 
donde se cuenta con agua almacenada proveniente de algunas microcuencas o de pozos 
aledaños al cultivo, durante la ocurrencia de sequía principalmente en las etapas reproductivas 
de las plantas. 
 
La escasez de agua para el cultivo de arroz en nuestro país es probablemente el factor 
limitante más importante en las zonas de riego. El estado de Sonora fue durante varios años en 
la primera mitad de este siglo, el principal productor de arroz en nuestro país. Debido a la 
escasez de agua, en los años 50’s dejó de cultivarse por completo. Posteriormente, Sinaloa se 
convirtió en el principal productor de arroz de riego, llegando a cultivarse hasta 110 523 has 
en 1985. Debido a una aguda escasez de agua, en el ciclo Primavera-Verano en 1996 no se 
cultivó una sola hectárea de arroz y en los últimos años se han cultivado menos de 4 000 has a 
nivel estatal. En Morelos llegaron a cultivarse hasta 12 000 ha en algunos años de la década 
de los 60´s. Debido al problema de escasez de agua, combinado con el de altos costos de 
producción, la superficie se redujo paulatinamente hasta estabilizarse alrededor de 3 500 has 
en los últimos 5 años. (Osuna, 2001) 
 
 
5.4 Ciclo de Vida y Etapas de Desarrollo 
 
Las plantas de las variedades cultivadas de arroz completan su ciclo de vida en períodos 
que van de 3 a 7 meses. Las variedades que alcanzan su maduración en tres meses son 
consideradas como muy precoces, mientras que aquellas que lo hacen en 7 meses, se 
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consideran muy tardías. Independientemente de la duración del ciclo, las plantas de arroz 
pasan por dos etapas secuenciales durante su crecimiento y desarrollo: la etapa vegetativa y la 
etapa reproductiva. La etapa reproductiva a su vez se divide en las etapas pre-floración y post-
floración, conocida esta última como etapa de maduración.  
 
El rendimiento potencial de grano se define primariamente en la etapa de pre-floración, 
pero el rendimiento real finalmente alcanzado se define en la etapa de maduración. Por esta 
razón, desde el punto de vista agronómico se considera conveniente dividir el ciclo de vida de 
la planta de arroz en tres etapas: vegetativa, reproductiva y de maduración (Osuna 2001). 
 
5.4.2 Etapa Vegetativa 
 
Inicia con la germinación de la semilla y termina cuando comienza la formación del 
primordio panicular. Se caracteriza esencialmente por el amacollamiento activo, el 
incremento gradual en altura y la emergencia de hojas en intervalos regulares. El 
amacollamiento activo sigue hasta alcanzar un máximo número de tallos, después de lo cual 
se presenta una reducción en la cantidad de tallos hasta alcanzar un valor constante. Algunos 
de los tallos que sobreviven no llegan a formar una panícula, por lo que son llamados tallos 
improductivos.  
 
La etapa vegetativa se divide en etapa vegetativa básica y etapa vegetativa retardada o 
sensible al foto periodo. La primera es insensible a la duración del día y termina una vez que 
la planta puede iniciar la formación del primordio panicular, al presentarse días cortos. La 
etapa vegetativa retardada tiene una duración variable y es la responsable de las diferencias en 
la duración del ciclo de vida de las variedades fotosensibles.  
 
5.4.3 Etapa Reproductiva 
 
Esta etapa inicia con la formación del primordio panicular, lo cual generalmente ocurre 
muy próximo en tiempo al momento de máximo amacollamiento, unos días antes o unos días 
después. La etapa reproductiva se caracteriza por la elongación de los tallos, la reducción en 
el número de tallos, la emergencia de la hoja bandera, el embuche, la excerción o emergencia 
de la panícula y la floración. En la mayoría de las variedades, la excerción de la panícula 
ocurre alrededor de 30 días después del inicio del primordio panicular. A la fase de 
emergencia de panículas se le conoce también como antesis o floración, ya que esta última 
ocurre desde el momento mismo en que la panícula emerge, o cuando mucho al día siguiente 
(Yoshida 1981). 
 
Desde el punto de vista agronómico, se considera que la planta se encuentra en la etapa de 
floración cuando el 50% de las panículas han emergido. En una espiguilla individual, se le 
conoce como antesis o floración a la serie de eventos que ocurren entre la apertura y el cierre 
de dicha espiguilla. Al inicio de la antesis, la lema y la palea se abren en la porción del ápice, 
luego los filamentos se elongan y las anteras emergen, después de lo cual la lema y la palea se 
cierran dejando fuera a las anteras.  
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5.4.3 Etapa de Maduración 
 
La fase de maduración sigue a la fertilización de espiguillas (antesis o floración). 
Agronómicamente se considera que esta etapa se extiende desde la floración hasta el 
momento en que el grano alcanza su máximo peso. Su duración en los trópicos es más o 
menos constante, alrededor de 30 días, mientras que en las zonas templadas puede durar hasta 
65 días. En términos prácticos se le subdivide en las etapas de grano lechoso, masoso, sazón y 
maduro. Esta fase se caracteriza por la senescencia de las hojas y por el crecimiento del grano, 
manifestado éste por el aumento en tamaño y peso, además de los cambios de color.  
 
Las etapas de desarrollo descritas atrás son básicamente las mismas en los sistemas de 
trasplante y siembra directa. Las diferencias en la duración del ciclo total de vida en una 
variedad determinada se deben básicamente a la duración de la etapa vegetativa retardada o 
sensible al foto-periodo, como ocurre con las variedades Morelos que son altamente foto-
sensitivas, ya que la duración de las etapas reproductiva y de maduración no varían 
considerablemente en una condición determinada. Además de la duración del día, la 
temperatura, o bien la combinación de duración del día y temperatura (foto-termo 
periodicidad), pueden afectar la duración del ciclo de vida de una variedad dada (Osuna 
2001). 
 
Floración
Etapa 
Reproductiva
Etapa 
Vegetativa
Maduración 
de Grano
Elongación  Foliar
Germinación
Básica Retardada
Etapa de 
Maduración
Amacollamiento
 
FIGURA 1. Ciclo de Vida del Arroz. 
 
5.5 Factores Ambientales que Afectan el Cultivo del Arroz 
 
En lo que se refiere al ambiente en general, los factores de clima juegan un papel 
decisivo en la producción de arroz, en primera instancia, el rendimiento del arroz está en 
función de interacciones complejas entre el genotipo cultivado y su ambiente, natural o 
modificado por las prácticas de manejo. La temperatura y la radiación solar son dos factores 
ambientales importantes en el cultivo del arroz; algunos autores señalan que una alta 
disponibilidad de agua es el requisito más crítico en condiciones de riego (Vargas 1985) y los 
efectos de la sequía como el primer factor limitante del desarrollo y rendimiento del arroz en 
condiciones de temporal. 
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5.5.1 Temperatura 
 
La temperatura afecta tanto al crecimiento como al desarrollo del arroz. La temperatura 
afecta a la planta de arroz al menos en dos maneras: primero, se tienen temperaturas críticas 
bajas o altas que son las que definen en primera instancia los lugares en donde la planta puede 
completar su ciclo de vida. Segundo, dentro del intervalo de temperaturas críticas baja y alta, 
la temperatura influye en la tasa de desarrollo de las hojas y de las panículas, y de la tasa de 
maduración, determinando con ello la duración del crecimiento de una variedad determinada 
bajo cierto ambiente (Yoshida 1976).  
 
El tiempo de desarrollo del arroz hasta la etapa de floración está determinado por la 
temperatura, la duración del día, y la sensibilidad de la planta a los dos factores. Después de la 
floración, la temperatura es el factor dominante que afecta la duración de la etapa de 
maduración. La temperatura óptima para el arroz decrece a medida que la etapa de desarrollo 
avanza de la fase vegetativa a la reproductiva. (Osuna 2001). En general, las variedades de la 
subespecie Indica están mejor adaptadas a las temperaturas altas en la etapa de maduración, 
mientras que las variedades de la subespecie Japónica requieren temperaturas bajas para una 
mejor maduración. (Osuna 2001) 
 
5.5.2 Radiación Solar 
 
El efecto de la radiación solar sobre el crecimiento y desarrollo de la planta de arroz 
depende de la etapa de desarrollo en que se encuentre. El sombreado durante la etapa 
vegetativa afecta sólo ligeramente al rendimiento de grano y sus componentes; durante la 
etapa reproductiva reduce significativamente el número de espiguillas. Sombreando durante la 
etapa de maduración se disminuye considerablemente el rendimiento de grano debido a la 
reducción del porcentaje de grano lleno (Yoshida 1981).  
 
Si el abastecimiento de agua es adecuado, la temperatura y la radiación solar parecen ser 
los factores predominantes que afectan al rendimiento (Yoshida 1976). No debe perderse de 
vista, sin embargo, que los efectos positivos de estos dos importantes factores de clima se 
manifestarán sólo cuando se cultiva una buena variedad, a la que se aplica un manejo 
agronómico adecuado, y se controlan oportunamente las plagas y las enfermedades. 
 
5.5.3 Agua 
 
Ya se ha mencionado que si se cuenta con un abastecimiento suficiente de agua, la 
temperatura y la radiación solar determinan en buena medida el rendimiento de grano; sin 
embargo, en condiciones de temporal, si las temperaturas varían dentro del intervalo crítico, la 
lluvia el factor que más limita al rendimiento. A continuación se mencionarán los efectos de 
la deficiencia de agua en el cultivo del arroz. 
 
 
5.6 Características del Cultivo de Arroz Sometido a Estrés Hídrico 
 
Es muy conocido que el arroz es un alto consumidor de agua presentando una baja 
eficiencia en el uso de la misma, comparado con el sorgo y otros cereales, lo que implica una 
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relación de transpiración dos veces mayor (Yoshida 1982) y la producción de materia seca es 
proporcional a la cantidad de agua transpirada por la planta, lo que explica que el desarrollo y 
rendimiento del arroz en condiciones de secano guarda una alta relación con la cantidad y 
duración de la lluvia. 
 
Es en la etapa de formación de la panícula donde la planta necesita mayor cantidad de 
agua; pues además de la requerida por sus tejidos, en este período la exigencia se incrementa 
en 80% para los granos y es en el 50% de floración donde se alcanza el mayor índice de área 
foliar; produciéndose un incremento en la intensidad transpiratoria, que no obstante reducirse 
a causa del estrés es superior a la alcanzada en la fase vegetativa.  
 
La falta de agua durante la fase reproductiva según O'Toole y Chang (1979), presenta 
cuatro etapas donde los procesos de desarrollo son más sensibles a la sequía; no sólo en el 
cultivo de secano, sino en el de riego y son: iniciación de la panícula, desarrollo meiótico de 
los gametos, antesis (fertilización) y la fase de llenado del grano. Se produce una reducción en 
la altura de la planta, retraso de excersión de la panícula, floración uniforme; se reduce el 
número de panículas fértiles y la eficiencia fotosintética, así como el número de granos llenos 
y se incrementa la esterilidad según informan Heenan et al. (1984) y Jha y Sahov (1988). 
 
5.6.1 Fisiología del Arroz en Condiciones de Estrés Hídrico 
 
La transpiración es un proceso que se controla inicialmente por la apertura y cierre de los 
estomas, determinado por la tensión de humedad del suelo, contenido de agua en el interior de 
la planta, resistencia estomática y condiciones ambientales (radiación solar, temperatura del 
aire y humedad relativa). En el momento que las extremidades de las raíces detectan el déficit 
hídrico en el suelo envían ácido abscísico a los estomas (Lasso 1991); cuya síntesis y 
translocación se aceleran hacia las partes aéreas de la planta, y los estomas bajo este estímulo 
se cierran reduciendo la transpiración.  
 
La pérdida de agua por transpiración es inevitable pues la planta necesita abrir los estomas 
para facilitar la absorción de CO2; la absorción es consecuencia de la pérdida de humedad por 
transpiración, indicando el equilibrio de estos dos procesos el estado hídrico de la planta. 
Cuando este equilibrio se pierde, las células y tejidos se deshidratan incrementando su 
temperatura (Henckel 1964), iniciándose una serie de ajustes como: cierre estomático, 
disminución de los procesos fotosintético y transpiratorio, (Bennet et al. 1987); suspensión de 
la división celular y reducción del alargamiento (Brevedan y Hogdes 1973); alteración de los 
procesos hormonales y como consecuencia, la reducción del crecimiento (Larque 1977). 
 
5.6.2 Afectaciones en el Rendimiento del Arroz Sometido a Sequía 
 
El sometimiento de la planta de arroz a estrés hídrico reduce substancialmente el 
crecimiento: el área foliar e Índice de área foliar caen hasta en un 60%, lo que trae consigo un 
decremento en la captación de la radiación solar disminuyendo la fotosíntesis y producción de 
materia seca; reducción en el crecimiento y desarrollo del sistema radical y por tanto se 
disminuye el suministro de nutrientes a la planta, debido a que estas no pueden absorber 
adecuadamente los iones, incidiendo negativamente sobre el rendimiento agrícola del grano. 
(Da Silva y Guimaraez 1990). 
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En caso de que el déficit de agua se produzca durante corto tiempo en la fase de división 
celular o de maduración, provoca un pequeño retraso pero significativo en la acumulación del 
peso seco de los granos pues en esta etapa es donde la planta necesita la mayor cantidad de 
agua libre para propiciar el llenado de los granos. Si la sequía se produce durante la fase 
vegetativa y después se suprime, la producción de materia seca total puede ser superior en la 
etapa reproductiva a la variante de riego durante todo el ciclo, por la alta emisión de hijuelos 
tardíos, sin embargo no se beneficia en igual proporción la producción de granos (Gajri y 
Prihar 1983, Lowlar et al. 1981).  
 
Información reportada por Bashor et al. (1991), indica que el área de la hoja bandera es 
quien guarda la mayor relación con el rendimiento agrícola en el arroz, de forma directa o 
indirecta, pues está asociada al número de granos llenos por panículas y la longitud de ésta. El 
tamaño de la panícula y el número de granos se definen durante la etapa vegetativa; sin 
embargo en condiciones de estrés los órganos de la planta alcanzan la senescencia más 
rápidamente con efectos nocivos para la formación de los granos, a causa una reducción en la 
fotosíntesis en la etapa más activa de desarrollo de la planta, provocando una disminución 
significativa en la formación de fotosintatos y los carbohidratos necesarios para la formación 
y llenado de los granos (Yoshida 1982, Yamagata 1997). Algunos autores han considerado 
que la translocación de sustancias de reserva es lo más importante en el llenado de los granos 
de arroz y funciona como mecanismo de tolerancia a la sequía. Sin embargo De Rayssae 
(1988), reporta que el mecanismo clave en ese sentido no es la translocación de las sustancias 
de reserva al grano, sino la acumulación eficiente de carbohidratos durante la fase vegetativa. 
 
Los principales aspectos en que se ve afectado el arroz en estrés por sequía son:  
Elongación Foliar. La velocidad de elongación de la hoja se reduce cuando la planta se 
encuentra en condiciones de tensión de humedad, pudiendo alcanzar una reducción hasta de 
un 94% cuando la humedad del suelo posee un valor inferior al 19%, durante un período de 
16 días (IRRI 1983). Esta reducción en el crecimiento es una consecuencia de la disminución 
en la turgencia de las hojas debido a la pérdida de agua causada por el estrés, lo cual está 
asociado a una menor asimilación de carbono (Osombi 1984). 
 
Altura de la Planta. La altura final de las plantas en condiciones de temporal experimenta 
una reducción que estará en dependencia de la respuesta varietal, así como de la tensión de 
humedad a que estuvieron sometidas En arroz según lo reportado por Chida (1993), la 
producción de materia seca por día es baja en los estadios tempranos de crecimiento y la 
mayor producción se alcanza en el máximo ahijamiento, después del cual decrece.  
 
Fotosíntesis y Productividad. Alfonso (1986) y Ramírez et al. (1991), reportan que al 
someter las plantas de arroz a estrés hídrico durante el desarrollo del cultivo se redujo 
significativamente la altura de la planta y la producción de materia seca, lo que provocó la 
disminución en el rendimiento agrícola y su cuantía depende de la variedad y fenofase en que 
se produce el estrés. En trabajos realizados por Mathews y Boyer (1984), informan que al 
disminuir el contenido de agua en la planta, se reduce la fotosíntesis y la producción de 
fotosintatos, afectando el desarrollo de la planta; a lo que agregan Yoshida et al. (1981) e 
IRRI (1986), que este déficit de agua provoca una reducción en la altura de las plantas que se 
acentúa con la duración del estrés y varía con la etapa de crecimiento; y es más afectada si la 
variedad ha sido seleccionada sólo para condiciones de riego. Al respecto Muchow et al. 
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(1986) y Talukder (1987), encontraron en arroz un efecto negativo sobre el índice de área 
foliar, con independencia de la tolerancia a la sequía que tengan las variedades; carácter este 
muy asociado con el rendimiento agrícola en el arroz (Da Silva et al. 1985). 
 
Desarrollo Radicular. El crecimiento de la raíz y por consiguiente el de la planta está 
sujeto a: edad de la planta, contenido de oxígeno, humedad del suelo, temperatura, 
disponibilidad de nutrientes, presión osmótica de la solución del suelo, niveles tóxicos de 
elementos, presencia de patógenos, genotipos y métodos de cultivo (Fageria 1984). Al 
respecto Kasperbaner y Busscher (1991) en algodón y Masle (1992) en trigo y cebada 
encontraron variabilidad genética en la habilidad de penetración favorable a raíces gruesas. En 
tal sentido IRRI (1993), informa que el grosor de la raíz tuvo un efecto directo sobre la 
resistencia a la sequía mientras que para el largo fue negativo. Nguyen et al. (1994) reportan 
al respecto que la habilidad de penetración se correlacionó positivamente con el grosor de la 
raíz.  
 
En resumen cuando las plantas se someten a estrés de humedad, se reduce la altura, área 
foliar y rendimiento (Kramer 1983); a causa de la inhibición del alargamiento celular, lo que 
está dado por el grado de turgencia que tienen las células en estas condiciones (Boyer 1968), 
así como la alteración en los procesos fisiológicos tales como: fotosíntesis, respiración, 
translocación y distribución de metabolitos (Eastin 1983). Los mecanismos que la planta de 
arroz posee para conservar el agua e incrementar la tolerancia a la sequía incluyen el 
enrollamiento de la hoja y cierre de los estomas (Ingram et al. 1994); tienen un efecto 
negativo sobre el crecimiento, área foliar, índice de área foliar y producción de materia seca, 
provocando reducción en el rendimiento agrícola e industrial. 
 
5.7 Resistencia a Sequía 
 
La sequía en términos genéricos puede definirse como una deficiencia de agua que 
depende de dos factores: variaciones en el descenso del potencial hídrico en el ambiente y 
variaciones en el tiempo o duración de estos descensos. 
 
La resistencia a sequía es un fenómeno complejo que resulta de las características 
histológicas y fisiológicas con factores ambientales. De acuerdo con ello se han usado 
diferentes términos para describir la respuesta de las plantas a tensiones de humedad, 
resultante de las interacciones de diversos mecanismos a los que se han asociado algunos 
caracteres morfológicos, fisiológicos y las variaciones en la demanda de agua propias de la 
especie (Morgan 1989) y la afectación que experimenten algunas de ellas repercutirá en la 
producción de granos. La magnitud del efecto depende de la intensidad, duración y respuesta 
de la variedad a la sequía destacándose las de ciclo corto por una mayor eficiencia en el uso 
del agua según informan Armenta (1981), Távitas (1981), Gupta y O’Toole (1986), asociando 
la resistencia a cuatro mecanismos: escape, evitación, tolerancia y recuperación que a 
continuación se definen: 
 
5.7.1 Escape 
 
Capacidad fisiológica de la planta para escapar al efecto de la sequía, completando su 
ciclo vegetativo antes de que se presente el estrés de humedad. 
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5.7.2 Evitación 
 
Propiedad genético-fisiológica de la planta para evitar los efectos de la sequía por dos vías 
importantes, una vía es por el mantenimiento del nivel de hidratación de los tejidos a causa 
del desarrollo de sus raíces profundas y reducción del flujo de agua de los tejidos, tallos y 
hojas. Por otra parte por la disminución de la pérdida de agua a través del rápido cierre de los 
estomas y enrollamiento de sus hojas, lo que disminuye la superficie evaporativa ayudado por 
la plasticidad y serosidad de las cutículas de las mismas. 
 
5.7.3 Tolerancia 
 
Habilidad del citoplasma de las células para sobrevivir y funcionar normalmente aunque 
los tejidos de la planta se desequen o tengan potenciales de agua reducidos, a fin de poder 
soportar el déficit de presión y difusión de la misma. Es la resultante de interacciones 
fisiológicas complejas que involucran procesos de osmorregulación. 
 
5.7.4 Recuperación 
 
Consiste en la habilidad genético-fisiológica de las plantas para reanudar su desarrollo 
fenológico después de un período de carencia de humedad del suelo; la velocidad con que se 
presenta está asociada al mayor contenido de agua o potencial hídrico, (Bhattachargee et al. 
1971), es decir la velocidad de recuperación es proporcional al potencial de agua en las vainas 
y las hojas; y esta recuperación puede registrarse en cualquiera de las etapas fenológicas 
(Chang et al. 1983). 
 
 
 
FIGURA 2. Mecanismos evasión y tolerancia a sequía en Arroz (O´Toole y Chang 1978) 
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La resistencia a la sequía es conferida a las plantas por alguno o por la combinación de 
estos cuatro mecanismos. Cada uno de ellos incluye varios caracteres que pueden ser 
utilizados por los fitomejoradores (Arrandeau 1989) debido a que la naturaleza de la 
resistencia a la sequía es fisiológica y genética. La magnitud del efecto de sequía depende de 
la resistencia propia de la variedad, características genéticas y rasgos agronómicos específicos, 
intensidad y duración del estrés y la etapa de desarrollo en que se encuentre la planta durante 
la carencia de agua (Singh et al. 1986, Morgan 1989).  
 
A nivel biológico y considerando el contenido de agua en los tejidos de las plantas 
durante los períodos de sequía, se han propuesto diversos indicadores agronómicos para 
identificar los genotipos que manifiestan tolerancia a sequía tales como: enrollamiento de las 
hojas y cierre de los estomas; ajuste osmótico y habilidad del sistema radical para absorber 
agua de los perfiles profundos del suelo. A nivel celular se ha planteado sobre la aptitud de 
algunas especies para concentrar mayor cantidad de ácido abscísico, que se forma en los 
cloroplastos, el cual influye favorablemente en la resistencia a la sequía (Chang y Loresto 
1986, Hernández y Távitas 1991, Jensen et al. 1989, Távitas 1986, Mc Willians 1989). Estos 
indicadores y otros como el crecimiento de la planta, duración del ciclo e índice de área foliar; 
pueden emplearse en los programas de mejoramiento de arroz de secano. 
 
 
5.8 Biotecnología Aplicada al Mejoramiento Genético del Arroz 
 
El rendimiento mundial del arroz para 1996 fue de 2.52 Tm/ha, y se proyecta que para el 
año 2010 el rendimiento será de 2.87 Tm/ha, un incremento anual de 0.93%. Incremento un 
poco optimista si consideramos que el incremento en los últimos 6 años fue de 0.68%, la base 
para ese rendimiento "optimista" proyectado responde básicamente al desarrollo e incremento 
en el uso de variedades mejoradas (IRRI 1993). Sin embargo la reducción del rendimiento 
causado por el estrés ambiental continúa siendo uno de los problemas más comunes y 
complejos a resolver por el mejoramiento genético en el arroz (Sano 1997). 
 
En los países asiáticos el arroz se produce en áreas de cultivo donde predomina la 
práctica de inundación del terreno durante prácticamente todo el ciclo del cultivo. En México, 
la escasa disponibilidad de agua no permite manejar el agua de esa manera, por lo que los 
estudios sobre riego en el arroz se enfocan a reducir la lámina de agua utilizada. En México, 
las inversiones para desarrollar cultivos de arroz con producciones sustentables obligan a 
establecer la obtención de semilla por medios biotecnológicos, y ya que el 65% de su 
producción proviene de riego, es primordial la generación de plantas tolerantes estrés por 
sequía que permita la optimización de riegos, una buena producción en zonas de temporal en 
zonas ya establecidas o que permita su adaptación en zonas con potencial para este cultivo. 
 
El sistema de mejoramiento tradicional de cultivos involucra un largo periodo de 
selección y cultivo de las plantas portadoras de los caracteres agronómicos deseados. En el 
caso de la manipulación de caracteres sencillos como la resistencia a enfermedades o insectos, 
existen alternativas biotecnológicas para incrementar la eficiencia del mejoramiento 
tradicional como el aislamiento y uso de QTL´s (Quantitative Trait Loci)-(Young 1996). El 
mejoramiento tradicional ha sido lento en el caso de la tolerancia a sequía y alto rendimiento 
por ejemplo, debido a su complejidad. 
 17
 
El arroz como cultivo de gran importancia económica y alimenticia, representa una 
necesidad de desarrollar nuevas variedades con mejor tolerancia a estrés abiótico. En arroz no 
se han asociado características fenotípicas directas con la tolerancia a sequía, sin embargo se 
han estudiado algunas características relacionadas como el desarrollo de un sistema radicular 
profundo (Ekanayake et al. 1985; Lilley y Fukai 1994; Wade et al. 1996) y ajuste osmótico 
(Ludlow y Muchow 1990; Zhang et al. 1999). A pesar de estos avances, la selección de 
arroces tolerantes a estrés abiótico no tiene bases genéticas conocidas lo que hace más difícil 
el fitomejoramiento para esta característica. 
 
5.8.1 Mejoramiento Genético de la Resistencia a Sequía en Arroz. 
 
El estrés de sequía en el arroz, afecta prácticamente todos los caracteres del crecimiento 
y desarrollo de la planta, modificando la anatomía, morfología, fisiología y bioquímica (Datta 
y Sechu 1982). La tolerancia a estrés abiótico es una característica compleja y la producción 
de plantas adaptadas a este tipo de estrés involucra cambios genéticos y modificaciones 
fisiológicas importantes (Nguyen et al. 1997). Diversos investigadores han manifestado que 
combinar el carácter resistencia a la sequía y alto potencial de rendimiento en el arroz es muy 
difícil ya que esta especie es altamente exigente en agua y que genéticamente este caracter 
está asociado en la mayoría de los casos a caracteres agronómicos indeseables y una mayor 
rusticidad de la planta (Távitas 1987). 
 
Las estrategias actuales para el mejoramiento de cultivos mediante ingeniería genética, 
en general se enfocan en la transferencia de uno o varios genes que se encuentren 
involucrados ya sea en vías de señalización y regulación, genes que codifican enzimas 
presentes en vías que dirigen la síntesis de protectores funcionales o estructurales como los 
osmolitos y antioxidantes, o proteínas que confieren tolerancia al estrés.  
 
5.8.1.1 Factores de Transcripción 
Una vía importante en conferir tolerancia a múltiples tipos de estrés es la sobre-expresión 
de factores de transcripción que controlan el funcionamiento de varios genes (Kasuga et al. 
1999, Kim et al. 2004, Oh et al. 2005). Es generalmente aceptado que la activación de factores 
de transcripción específicos afecta la expresión de un grupo de genes funcionales relacionados 
entre sí. Siguiendo este concepto, han sido reportados diversos trabajos en los que con el fin 
de aumentar la resistencia al estrés en arroz se han sobreexpresado distintos factores de 
transcripción de respuesta a estrés como HRD (Karaba et al. 2007), ZFP252 (Xu et al. 2008) y 
genes de la familia SNAC (Hu et al. 2006, Nakashima et al. 2007; Hu et al. 2008).  
 
Los factores de transcripción NAC comprenden una gran familia de genes cuyas proteínas 
contienen a dominio N-terminal de unión a DNA altamente conservado. La caracterización en 
arroz determinó que este gen es inducido específicamente en células guarda bajo condiciones 
de estrés por sequía. La sobreexpresión de genes de esta familia en arroz ha incrementado la 
tolerancia a sequía (Hu et al. 2006; Nakashima et al. 2007; Hu et al. 2008) en arroces de la 
subespecie Japónica, así mismos se ha comprobado la inducción de expresión de genes de 
defensa a estrés en respuesta a la expresión de los genes SNAC por lo que son propuestos 
como de utilidad en el aumento de tolerancia a sequía en arroz.  
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5.8.1.2 Proteínas Reguladoras 
Otro enfoque en la búsqueda de conferir tolerancia a estrés es a través de la 
sobreexpresión de genes involucrados en la recepción y transducción de señales de estrés 
abiótico (Shou et al. 2004; Saijo et al. 2000). La investigación entorno a familias de genes que 
sean inducidos por señales de estrés en arroz buscan aumentar por esta vía la tolerancia a 
estrés; los genes incluyen proteínas que interactúan con cinasas (Xiang et al. 2007), proteínas 
LEA (Xiao et al. 2007) y proteínas asociadas a estrés (SAP) (Kanneganti y Gupta 2008). Así 
como genes que expresan moléculas de protección como inhibidores de proteínasas (Huang et 
al. 2007) y proteínas de choque térmico (Sato y Yokoya  2008). Se observa en común que 
existen mayor la tolerancia al estrés, en algunos casos para un tipo específico, y que existe 
inducción de genes de respuesta a estrés abiótico así como la acumulación de sustancia 
osmoreguladoras. 
 
5.8.1.3 Sustancias Osmoreguladoras 
Los principales tipos de estrés abiótico como frío, salinidad y sequía, finalmente 
desencadenan en la plantas estrés osmótico lo que ocasiona cambios a nivel celular y 
molecular como la acumulación de solutos orgánicos u osmolitos. Por ejemplo arroz estresado 
por alta salinidad acumula poliaminas (Krishnamurti y Bhagwat 1989) y prolina (Alia y 
Saradhi 1993, Chou et al. 1991), otras plantas acumulan comúnmente azúcares (Price et al. 
2004), polioles (Alexander et al. 1994, Loescher et al. 1992) y como se ha visto, en casos 
menos comunes trealosa (Anselmino y Glig 1993, Drennan et al. 1993; Goddijn y van Dunn 
1999).  
 
De las sustancias osmoreguladoras conocidas, la trealosa representa un molécula 
interesante debido a sus funciones en la osmoprotección y tolerancia a la disecación 
(Anselmino y Gligo 1913, Drennan et al. 1993, Goddijn y van Dun 1999). La acumulación de 
prolina como sustancia protectora de respuesta a estrés en arroz de forma común ha llevado a 
la investigación en la acumulación de prolina (Jin y Ray 2004) con un incremento de 
tolerancia, sin embargo es sabido que la trealosa tiene mayor capacidad de protección que la 
prolina en arroz sometido a estrés salino (García et al. 1997). Ha sido demostrado que la 
trealosa estabiliza proteínas y lípidos de membrana manteniendo la fluidez de membrana bajo 
condiciones de sequía (Leslie et al. 1995) por lo que en arroz así como en otras plantas se ha 
evaluado si la sobreproducción de este azúcar conduce al incremento de tolerancia a sequía y 
otros tipo de estrés.  
 
Con el antecedente de trabajos realizados en tabaco para la acumulación de trealosa 
(Holmstrom et al. 1996, Pilon-Smits et al. 1998, Yeo et al. 2000), la sobreexpresión regulada 
de genes biosintéticos de trealosa (otsA y otsB) de E. coli en arroz para manipular la tolerancia 
al estrés fue reportada por Garg et al. (2002) donde se observó una correlación entre la 
acumulación de trealosa y niveles altos de carbohidratos solubles así como una elevada 
capacidad de fotosíntesis en condiciones normales y de estrés de baja temperatura, salinidad y 
sequía. 
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     Tabla 1. Plantas Transgénicas de Arroz para Incrementar la Resistencia a Sequía 
Gen Origen Observaciones Referencia 
  FACTORES DE TRANSCRIPCION  
HRD Arabidopsis -Plantas de bajo consumo de agua  
-Mayor biomasa bajo condiciones de riego 
-Incremento de biomasa de raíz en condiciones 
de estrés por sequía 
Karaba et al. 2007 
SNAC1  Arroz -Aumento germinación en condiciones de estrés  
-Aumento del rendimiento en condiciones de 
sequía en etapa reproductiva.  
-Aumento de resistencia a sequía y tolerancia a 
la sal en estado vegetativo.  
-Mayor sensibilidad a ABA y pérdida de agua 
más lentamente. 
Hu et al. 2006 
SNAC6 Arroz -Aumento en la tolerancia a deshidratación y 
estrés salino.  
-Retardo en el crecimiento y bajo rendimiento 
en etapa reproductiva. 
Nakashima et al. 
2007 
ZFP252  
 
Arroz -Incremento de prolina libre y azucares solubles,  
-Inducción de expresión de genes de defensa a 
estrés. 
-Aumento de tolerancia a estrés salinos y sequía 
Xu et al. 2008 
SNAC2  Arroz -50% de sobrevivencia después de exposición a 
baja temperatura.  
-Alto porcentaje de germinación  
-Mayor taza de crecimiento en condiciones de 
alta salinidad.  
-Aumento de tolerancia a tratamiento de PEG,  
-Incremento en sensibilidad a ABA 
Hu et al. 2008 
HvCBF4  Cebada -Incremento de la tolerancia a sequía, alta 
salinidad y baja temperatura. 
-Ligero aumento incremento en la capacidad 
fotosintética en condiciones de baja temperatura 
Oh et al. 2007 
  PROTEINAS REGULADORAS  
LEA3-1  
 
Arroz -Alto rendimiento de grano en condiciones de 
estrés 
Xiao et al. 2007 
SAP8  Arroz -Tolerancia a la sal, sequía y estrés por frio en la 
etapa de germinación y plántula 
-Alto porcentaje de germinación y recuperación 
de peso fresco  
-Tolerantes a la sal y sequía durante el estado de 
antesis 
-Disminución del 50% en rendimiento. 
Kanneganti y 
Gupta 2008 
sHSP17.7 Arroz -Alta capacidad de recuperación y crecimiento 
después de un periodo de sequía. 
Sato y Yokoya 
2008 
CPI1  Arroz -Mayor rendimiento de grano bajo condiciones 
de sequía severa. 
-Menor pérdida de proteínas totales en 
condiciones de estrés por sequía. 
Huang et al. 2007 
 
 
 
CIPK03 
CIPK12 
CIPK15 
Arroz -Mayor tolerancia al frio (CIPK03), sequía 
(CIPK12)y estrés salino (CIPK15) 
-Incremento en acumulación de prolina y 
azúcares solubles.  
Xiang et al. 2007 
COIN Arroz -Mayor tolerancia al frio, salinidad y sequía.   
-Incremento de niveles de prolina 
Liu et al. 2007 
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Tabla 1.Cont…    
Gen Origen Observaciones Referencia 
  SUSTANCIAS OSMOREGULADORAS  
otsA/otsB E. coli -Niveles altos de carbohidratos solubles  
-Elevación de capacidad fotosintética bajo 
condiciones control y estrés. 
Garg et al. 2002 
otsA/otsB  E. coli -Incremento en tolerancia a sequía, salinidad y 
frío  
Jang et al 2003 
TPP1 Arroz -Aumento de tolerancia a estrés salino y frío.  Ge et al. 2008 
adc Datura 
stramonia 
-Protección al tratamiento de sequía. Capell et al. 2004 
p5cs Frijol -Alta tolerancia a estrés salino o déficit de agua. 
-Rápido crecimiento de hojas y tallo en plántulas  
-Incremento en biomasa bajo condiciones de 
sequía. 
Su y Wu 2004 
 
 
5.8.2 Transformación Genética de Arroz 
 
La transformación es una técnica biotecnológica por la cual genes funcionales son 
insertados en el genoma de interés por medio de diversos sistemas de entrega. La 
transformación genética de plantas consiste de la entrega, integración y expresión de genes 
foráneos en la célula vegetal que finalmente regenerara a una planta completa. Desde hace 
tiempo se han realizado constantes esfuerzos en mejorar características agronómicas 
relevantes en el rendimiento del arroz a través de técnicas biotecnológicas y la transformación 
es una importante herramienta para el mejoramiento genético, como también es esencial un 
buen sistema de cultivo in vitro. 
 
Es generalmente aceptado que el genotipo es el principal factor limitante en la 
transformación exitosa de arroces de la subespecie Indica, debido a que existen variaciones 
significativas en la respuesta a cultivo de tejidos in vitro entre los distintos germoplasmas (Ge 
et al. 2005). En general los arroces de la subespecie Indica presentan una baja respuesta a la 
inducción y proliferación de callo embriogénico junto con el difícil mantenimiento del 
potencial embriogénico y la capacidad de regeneración de plántulas verdes.  
 
Los estudios realizados para clarificar las bases genéticas de la respuesta de cultivo de 
tejidos en Gramíneas han revelado que existe un complicado mecanismo de regulación 
genética controlado probablemente por grupos distintos de genes que regulan la respuesta del 
cultivo in vitro. En sorgo Ma et al. (1987) encontró que la habilidad de formar callos con 
capacidad regenerativa variaba entre los distintos genotipos y fue de carácter hereditario 
actuando como carácter dominado por dos genes o grupo de genes. Sin embargo la extensa 
variabilidad de la respuesta al cultivo in vitro sugiere mas bien que todos las variedades tienen 
la capacidad genética y las diferencias genéticas se encuentran en los diferentes niveles de 
reguladores presentes en el explante los cuales, en combinación con los reguladores presentes 
en el medio de cultivo desarrollarán una respuesta específica (Bhaskaran y Smith 1990). 
 
La transformación genética de arroz comenzó con métodos de transferencia directa de 
genes en la subespecie Japónica a través de transformación de protoplastos (Toriyama et al. 
1988, Zhang et al. 1988). Posteriormente se reportó la recuperación de las primeras plantas 
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transgénicas de arroz de la subespecie Indica de la variedad Chinsurah Boro II utilizando 
también el sistema de protoplastos (Datta et al 1990). La variedad Taipei 309 fue usada 
inicialmente como modelo de transformación de arroz, seguido por Nipponbare, Yamibiko, 
Yamabiko, Noria 14, Zhonghua 6, IRRI-New Plant Type, todos de la subespecie Japónica 
(Ignacimuthu et al. 2000). Como la subespecie Indica es más difícil de transformar, el número 
de variedades transformadas es más limitado.  
 
A pesar de las significantes variaciones en la respuesta adecuada al cultivo in vitro y la 
variabilidad de los genotipos en entre arroces de la subespecie Indica, se han reportado 
trabajos donde se utilizan una variedad de métodos de transformación (Datta et al 1990), sin 
embargo los mejores y más repetitivos resultados han sido obtenidos utilizando los métodos 
de protoplastos, biobalística y Agrobacterium de buena eficiencia pero limitados a ciertas 
variedades de la subespecie Indica (Datta et al. 2001, Lin y Zhang 2005), lo que confirma la 
dificultad de transformación en estas variedades. A continuación se mencionaran los 
principales sistemas de transformación y su utilización en arroz. 
 
5.8.2.1 Sistema de Protoplastos 
El sistema de protoplastos consiste en la preparación de un cultivo de células vegetales 
que han sido aisladas y desprovistas de la pared celular. La obtención de este cultivo puede 
ser por medios mecánicos (cortando o rompiendo la pared celular), por la digestión de la 
pared celular por medios enzimáticos (pectinasas, celulasas, hemicelulasas o mezcla de ellas). 
El primer reporte de regeneración a partir de protoplastos para especies de Gramíneas (Vasil y 
Vasil 1980) abrió nuevas posibilidades de transformación genética en cereales y pastos. 
 
Transformación mediada por PEG. Los protoplastos se mantienen en un medio de 
cultivo y se adiciona el gen a transferir, el PEG produce poros en la membrana plasmática por 
donde penetra el DNA. En 1986 Uchimiya et al. obtuvo por primera vez callo transgénico con 
resistencia a kanamicina de protoplastos derivados de raíz de la subsespecie Japónica. Las 
primeras plantas transgénicas de arroz con esta técnica fueron reportadas por Zhag et al 
(1988); posteriormente, se publicó el primer reporte de arroz transgénico de tipo Indica 
variedad Chinsurah II por este método (Datta et al. 2000). 
 
Transformación mediada por Electroporación. Esta técnica utiliza descargas eléctricas 
para abrir canales en la membrana celular en forma transitoria e introducir el DNA de interés. 
Toriyama et al. 1998, fue el primero en la producción de arroz transgénico de la subespecie 
Japónica por electroporación de protoplastos aislados de un cultivo de anteras, confiriéndole 
resistencia a antibióticos. Xu y Li (1994) obtuvieron plantas transgénicas fértiles de arroz tipo 
Indica utilizando embriones maduros. 
 
5.8.2.2 Sistema de Agrobacterium  
Este método se basa en el mecanismo natural de infección de la bacteria del suelo 
Agrobacterium tumefaciens que introduce un gen de su plásmido en las células de la planta 
infectada. El método de transformación mediada por Agrobacterium anteriormente limitado a 
especies dicotiledóneas, fue reportado para arroz por Raineri et al. (1990) en la subespecie 
Japónica por el co-cultivo de embriones maduros pero sin obtener regeneración. En 1994, Hei 
et al. reporta la regeneración de plantas de arroz de la subespecie Japónica, posteriormente se 
logró la transformación de variedades de la subespecie Indica (Rashid et al. 1996, Aldemita y 
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Hodges 1996) pero con una baja eficiencia y limitado a contadas variedades. Posteriormente 
Lin y Zhang (2005) dan a conocer un método de transformación de arroz tipo Indica con alta 
eficiencia mediado por Agrobacterium. 
 
5.8.2.3 Sistema de Biobalística  
El bombardeo con microproyectiles consiste de la introducción en células vegetales de 
partículas metálicas cubiertas con DNA aceleradas a altas velocidades. Plantas completas 
pueden ser obtenidas de las células transformadas después de un proceso de selección y 
regeneración; el proceso de transformación es genotipo independiente por lo que no hay 
limitación biológica para la entrega del DNA. El método de transformación por biobalística 
permite obtener de manera eficiente plantas transgénicas de arroz independientemente del 
genotipo del que se trate. 
 
El primer reporte de un método basado en el bombardeo con microproyectiles en arroz se 
dio a conocer por Christou et al. (1991) mediante el bombardeo de embriones inmaduros; 
Sivamani et al. (1996) reporto un método de transformación de callo embriogénico de arroz 
de la subespecie Indica obtenido de un cultivo en suspensión. Modificaciones hechas al 
protocolo de transformación de callo embriogénico fueron llevadas a cabo con el fin de 
reducir el tiempo y contaminación del cultivo mediante la inducción de callo en medio sólido 
suplementado con auxinas se logró transformar y regenerar plantas fértiles de variedades de 
todo el mundo (Valdez et al. 1998); recientemente se ha utilizado para obtener plantas 
transgénicas fértiles de la variedad mexicana Morelos A-92 (Martínez et al. 2003).  
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FIGURA 3: Aspectos de los métodos de Transformación Genética de Plantas. A) 
Protoplastos Vegetales; B) Cultivo de células en suspensión; C) Análisis de gen 
reportero en embriones inmaduros transformados; D) Micrografía electrónica de barrido 
de Agrobacterium; E) Cámara de transformación por Biobalística; F) Micropartículas de 
Tungsteno y G) Oro para bombardeo. 
 
 
5.9 Metabolismo y Señalización de Azucares en Plantas 
 
La regulación de azúcares en plantas es un proceso complejo y fascinante. Como 
organismos fotosintéticos las plantas constan de órganos y tejidos fuente exportadores de 
azúcar y órganos vertedero importadores de azúcar; las señales de azúcar son, entonces 
generadas de diferentes fuentes y dirigidas a distintas localizaciones. El metabolismo de 
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azúcares también es un proceso muy dinámico, dado que los flujos metabólicos y las 
concentraciones de azúcares se alteran dramáticamente durante el desarrollo de la planta y 
ocurren en respuesta a señales ambientales, como los cambios diurnos, estrés biótico y 
abiótico (Gupta y Narinder 2005). 
 
Los azucares regulan actividades de crecimiento en tejidos exportadores e importadores de 
carbohidratos (órganos fuente y vertedero, respectivamente); esto asegura la síntesis óptima y 
uso de carbón y fuentes de energía (Stitt y Krappe 1999, Coruzzi y Bush 2001). En general 
bajo nivel de azúcar induce o aumenta la fotosíntesis para mantener la homeostasis, moviliza 
y exporta las sustancias de reserva, en tanto que la presencia de azúcar en abundancia 
promueve el crecimiento y almacenamiento de carbohidratos (Koch 1996) todo esto permite 
la adaptación del metabolismo de carbón a las cambiantes condiciones ambientales y a la 
disponibilidad de otros nutrientes.  
 
En general, las actividades de órganos fuente como la fotosíntesis, movilización de 
nutrientes y exportación son reguladas positivamente bajo condiciones bajas de azúcar, 
mientras que las actividades de órganos vertedero como el crecimiento y almacenamiento son 
reguladas positivamente cuando las fuentes de carbón son disponibles de manera abundante 
(Figura 4). La actividad fotosintética y la demanda de órganos vertederos necesita ser 
rigurosamente coordinada y esta coordinación involucra tanto regulación metabólica 
(substrato y alostérico) y mecanismos de señalización de azúcares específicos (Gupta y Kaur, 
2005). 
 
Actividad de Órgano Fuente
AZUCAR
B                                      A
◘ FOTOSÍNTESIS
◘ MOBILIZACIÓN DE NUTRIENTES
◘ EXPORTACIÓN
◘ GERMINACIÓN
Actividad de Órgano Vertedero
AZUCAR
B                                       A
◘ CRECIMIENTO
◘ ALMACENAMIENTO
◘ RESPIRACION
 
 
FIGURA 4. Efectos metabólicos de los niveles de azúcar en órganos fuente y vertedero. 
Efectos diferenciales de actividades fuente y vertedero dependiendo de la disponibilidad de 
nutrientes (tomado de Gupta y Kaur 2005). ⇑, inducción; ⇓, represión; A, alto contenido de 
azúcar; B, bajo contenido de azúcar. 
 
 
Las características del sistema fuente vertedero son dinámicas y varias de acuerdo a la 
etapa fenológica del cultivo, genotipo y condiciones agroclimáticas. Uno de los objetivos del 
mejoramiento genético tradicional ha sido favorecer el balance del carbono hacia el vertedero. 
Sin embargo en cultivos básicos como el arroz, se ha llegado al parecer a un tope genético que 
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requiere la implementación de estrategias distintas para incrementar el rendimiento y la 
eficiencia metabólica del carbono en la fuente y el vertedero (Tofiño 2007). 
 
 
 
5.9.1 Sistemas de Monitoreo 
 
Los azúcares producidos durante la fotosíntesis son vitales pues son los substratos de 
carbón y la energía metabólica que se utilizan en la biosíntesis de polisacáridos como el 
almidón y celulosa en las plantas. Debido a que la sacarosa es el principal producto 
fotosintético transportado por el floema, muchos efectos de la señalización por azúcares en el 
crecimiento y desarrollo pueden ser atribuidos a la acción de productos de su hidrólisis, 
glucosa y fructosa (así como metabolitos intermedios). Sin embargo, estudios recientes han 
sugerido que la sacarosa y la trealosa, o la trealosa-6-fosfato (T6P) regulan respuestas 
específicas en donde no se ven involucradas las hexosas (Smeekens 2000, Gupta y Kaur 
2005). 
 
El nivel de azúcares de células vegetales es monitoreado por proteínas sensoras 
específicas. El monitoreo de azúcares es la interacción entre la molécula de azúcar y la 
proteína sensora, de esta manera se genera una vía de señalización, la señal entonces inicia 
una cascada de transducción de señales que resulta en respuestas celulares, tales como la 
alteración de la expresión genética y ciertas actividades enzimáticas. Los azúcares y las 
moléculas de señalización, afectan todos los estadíos de las plantas influenciando desde la 
germinación y hasta el desarrollo de las semillas. Los azúcares como hormonas, pueden actuar 
como mensajeros primarios y regular las señales que controlan la expresión de varios genes 
involucrados en el metabolismo de azúcares (Gupta y Kaur 2005). 
 
La célula vegetal posee distintos transportadores de azúcares capaces de transportar 
sacarosa con diferentes afinidades; en algunos tejidos la sacarosa se hidroliza en glucosa y 
fructosa por una invertasa localizada en la pared celular. El importe de la glucosa hacia el 
interior de la célula puede realizarse a través de importadores de monsacáridos STP´s (Sugar 
Transporters) (Rolland 2006).  
 
Una vez que la glucosa se encuentra en el interior de la célula a través de la hexocinasa 
se desarrollan los procesos percepción y señalización mediada por azúcares. Se han propuesto 
dos sistemas para el monitoreo de hexosas en plantas: uno es la vía dependiente de hexocinasa 
(HXK) que requiere la fosforilación de azúcares y otra vía independiente de HXK que puede 
detectar los azúcares como tal (Smeekens 2000). En la vía dependiente de HXK los azúcares 
que son fosforilados por la HXK son capaces de desencadenar la represión de genes 
fotosintéticos de manera independiente del metabolismo de la glucosa (Jang y Sheen 1994). 
En la vía independiente de HXK, los azúcares transportados al interior de la célula sin 
fosforilar activan la expresión de genes de la invertasa de pared celular (CIN), sacarosa 
sintasa (SuSy) y fenilalanina amonia liasa (Roitsch et al. 1995; Godt y Roitsch 1997; Ehness 
et al. 1997). 
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5.9.2 Mecanismos de Respuesta a Estrés Abiótico 
 
Las señales producidas por muchos tipos de estrés ambientales como la sequía, frío y 
salinidad son integradas al metabolismo de la plantas y conducen a alteraciones mayores en el 
metabolismo de carbohidratos (Hare et al. 1998, Thomason et al. 1999, Wagner yJunttila 1999, 
Kaur et al. 2000) y las vías de señalización de azúcares interactúan con las vías de estrés para 
modular el metabolismo en respuesta al ambiente. Indirectamente, los azúcares juegan un 
papel importante durante el crecimiento y el desarrollo de la planta bajo el estrés abiótico por 
la regulación del metabolismo de carbohidratos.  
 
Los principales mecanismos fisiológicos de respuesta general a estrés están relacionados 
con respuestas plásticas como modificaciones en la época de senescencia, cambios en el 
funcionamiento de las células guarda o en el cierre estomático, mantenimiento de la 
estabilidad de las membranas celulares y de los organelos y cambios en la elasticidad de la 
pared celular (Chinnusamy et al. 2005). 
 
Se ha observado que la expresión un gran numero de genes está asociado con la respuesta 
común a estrés por glucosa, indicando el papel de los azúcares en la respuesta a estrés abiótico 
(Price et al. 2004). En Arabidopsis se han reportado 31 genes correspondientes a enzimas de 
metabolismo de carbohidratos regulados por efecto del frío, sequía y estrés salino (Seki et al. 
2002). La regulación diferencial del contenido de carbohidratos y enzimas del metabolismo 
relacionadas (Castrillo 1992, Pelleschi et al. 1997), corroboran el papel de los azúcares como 
moléculas de señalización en la expresión genética bajo estrés abiótico. 
 
Además de proteínas asociadas con la respuesta a un amplio espectro de factores abióticos, 
se han identificado proteínas específicas a cada tipo de estrés, como las proteínas anaeróbicas 
(ANP) que incluyen enzimas de la glicólisis y la fermentación; proteínas del estrés hídrico 
(WSP), asociadas con las proteínas de los canales de agua y las que forman osmoprotectantes; 
las proteínas de embriogénesis tardía (LEA), asociadas con la rotación y la translocación de 
las proteínas como respuesta al estrés osmótico (revisión en Rolland 2006). 
 
La percepción del estrés involucra componentes específicos de los cuales no se sabe 
mucho, en el proceso de señalización siguiente a la percepción, se amplifica y transduce el 
estímulo mediante la maquinaria de transducción que está compuesta por proteínas quinasas, 
fosfatasas y proteínas de ligamiento al Ca2+. También se ha registrado la interacción entre 
diferentes fitorreguladores intermediarios y otras moléculas de la ruta de señalización, 
relacionados con la senescencia como etileno, glucosa y ABA, y entre auxinas y ABA en la 
cascada de proteínas de genes mitóticos activados por quinasas (MAPK). De manera similar, 
la detención del crecimiento bajo estrés y la reanudación bajo condiciones óptimas se ha 
asociado con el efecto de la fluctuación del balance hormonal entre ABA, giberelinas y 
auxinas sobre la estabilidad de las proteínas DELLA (Figura 5) (Bennet et al. 2005). 
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FIGURA 5. Modelo de los procesos celulares de percepción y respuesta al estrés abiótico. La gráfica representa un 
modelo ajustado a los fundamentos teóricos de las posibles rutas de percepción y transducción de señales del 
estrés hídrico a nivel celular. Los recuadros en mayúsculas definen tanto el proceso metabólico general y los 
recuadros numerados son ejemplos alternativos de cada proceso. La secuencia numérica indica la secuencia 
sugerida de eventos en la ruta de percepción y respuesta. (Modificado de Bennet et al. 2005, Grover et al. 2001, 
Lamotte et al. 2005, Lu et al. 2005, Rolland et al. 2006). MAPK: Proteínas de genes mitóticos activados por 
quinasas; HXK: hexoquinasas; LRE: elementos de respuesta a la luz; DRE: elementos de respuesta a la sequía; 
ABRE: elementos de respuesta a ABA; STF: factores de transcripción del estrés; SRG: genes de respuesta al 
estrés; SOD: superóxidodismutasa; CHS: chalcona sintetasa; ALDH: aldehido dehidrogenasa; WSP: Proteínas 
del estrés hídrico; HSP: proteínas del choque térmico; ANP: proteínas anaeróbicas; PAL: fosfato amonioliasa; 
SSP: proteínas del estrés por sales. (Tomado de Tofiño 2007). 
 
 
5.9.3 Azucares en la Tolerancia al Estrés Abiótico 
 
Muchas plantas acumulan componentes orgánicos en respuesta a estrés ambiental que 
ocasionan deshidratación celular. Es aceptado que el incremento en la osmolaridad de la 
célula, lo cual resulta de la acumulación de solutos no-tóxicos (denominados compatibles) 
osmóticamente activos y es acompañado por entrada de agua hacia el interior de la célula o al 
menos un perdida reducida de agua de esta manera proporcionando la turgencia necesaria para 
la expansión celular. Debido a que las estructuras subcelulares necesitan existir en un 
ambiente acuoso, la tolerancia a la deshidratación también depende de la habilidad de las 
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células para mantener la integridad de la membrana y con ello prevenir la desnaturalización 
de las proteínas. 
 
 Los osmolitos cumplen con tres características para ser identificados como tales: (i) 
incremento en la abundancia de la molécula orgánica que provoca disminución del potencial 
hídrico de la célula respecto al medio ambiente, (ii) propiedades fisicoquímicas caracterizadas 
in vitro, y (iii) función en conferir protección en especies tolerantes a la sequía o en estadíos 
del desarrollo tolerantes a la disecación (Drennan et al. 1993). 
 
Altas concentraciones de muchos pero no de todos los solutos compatibles han sido 
propuestos con la capacidad de conferir protección contra daño oxidativo por la eliminación 
de radicales libres además de su papel en el mantenimiento del equilibrio osmótico sin 
perturbar las interacciones macromolécula-solvente. Los solutos compatibles que pueden ser 
acumulados varían entre las diferentes especies de plantas y pueden incluir betaínas y 
compuestos relacionados; polioles y azúcares como manitol, sorbitol y trealosa; y 
aminoácidos como la prolina. Sin embargo el mecanismo por el cual estos osmolitos 
proporcionan protección no es comprendido completamente.  
 
5.9.3.1 Fructanos 
Los fructanos son moléculas de polifructosa que son producidas por muchas plantas y 
bacterias se localizan en las vacuolas de muchas plantas, además estos pueden jugar un papel 
en la adaptación a estrés osmótico debido a su naturaleza de alta solubilidad, (Gupta y Kaur 
2000). El mecanismo molecular que explique como los fructanos protegen contra los distintos 
tipos de estrés abióticos no es claro. Sin embargo, se ha propuesto que los fructanos podrían 
proteger la bicapa lipídica del estrés en virtud de la capacidad de los fructanos de interactuar 
con los fosfolípidos variando el grado de polimerización (Demel et al. 1998). Los fructanos 
también se insertan en la bicapa y entonces protegen a los lípidos de sufrir la fase de 
transición (Vereyken et al. 2001). Esto aparece durante el estrés por frío, la fase de transición 
de lípidos es la responsable de la mayoría de los daños causados por el incremento de la 
permeabilidad de la membrana. Se ha demostrado que la bicapa de lípidos de vesículas 
mostraron menos rompimiento una vez que se realizó un tratamiento de congelamiento-
secado en presencia de fructanos (Hincha et al. 2000). 
 
5.9.3.2 Oligosacáridos de Rafinosa 
La familia de oligosacáridos de rafinosa (RFO) son α-galactósidos derivados de sacarosa. 
Estos son rafinosa, estaquiosa y verbascosa y forman los componentes de reservas de 
carbohidratos en semillas. Son los segundos en abundancia después de la sacarosa como 
carbohidratos solubles. RFOs puedes jugar un papel en la tolerancia a la desecación durante la 
maduración de la semilla. Su papel en la protección a plantas sometidas a estrés de déficit de 
agua ha sido repostado por Taji et al. (2002). 
 
5.9.3.3 Azúcares Alcohol 
Los estudios del papel de los azúcares alcohol en la tolerancia a estrés salino en especies 
terrestres son mayormente correlativos. Sus niveles muestran incremento en plantas 
superiores, por ejemplo manitol en apio (Stoop y Pharr 1994) y glucitol en Plantago (Briens y 
Larher 1983) bajo estrés salino. El manitol es el principal producto fotosintético de muchas 
algas y plantas superiores y aumenta la tolerancia al estrés por déficit hídrico primariamente a 
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través de ajuste osmótico (Loescher et al. 1992). El mecanismo de acción involucra la 
eliminación de radicales libres de oxígeno y/o estabilización de macromoléculas. En tabaco, 
el manitol protege a la tiredoxina, ferredoxina, glutatión y la fosforibulocinasa de los efectos 
de los radicales libres (Shen et al. 1997). 
 
5.9.3.4 Prolina 
La acumulación de prolina juega un rol altamente protector en plantas que son expuestas a 
estrés abiótico, confiriendo ajuste osmótico junto con un incremento en los niveles de otros 
osmolitos. Otras funciones sugeridas de la prolina es la destoxificación de especies reactivas 
de oxígeno (ROS) y la interacción con residuos hidrofóbicos de las proteínas. La prolina se 
acumula en el citoplasma sin presentar efectos detrimentales en la actividad de enzimas 
citosólicas (Yancey et al. 2001). Se han reportado altas concentraciones de prolina celular 
(hasta el 80% de la reserva de aminoácidos bajo estrés y el 5% en condiciones normales) 
debido al aumento de la síntesis y la disminución de la degradación en una variedad de 
condiciones de estrés como alta salinidad y sequía ( Delauney y Verma 1993; Bohnert y 
Jensen 1996). 
 
5.9.3.5 Trealosa  
La trealosa es un disacárido no reductor de glucosa es conocido como un metabolito de 
reserva en levaduras y hongos, también es uno de los azúcares químicamente más estables 
(Birch 1963; Elbein 1974) y ha demostrado la capacidad de estabilizar proteínas y membranas 
lipídicas. Las plantas sintetizan trealosa por una vía que es común en muchos organismos, los 
organismos que sobre producen trealosa son excepcionalmente tolerantes a la disecación, 
como el genero Selaginella lepidophylla (Anselmino y Gligo 1913) y la planta de 
“resurrección” Myrothamnus febellifolius (Drennan et al. 1993). Además de actuar como 
osmoprotector (Müller et al. 1995), la trealosa y sus metabolitos tienen implicaciones en el 
control del desarrollo (Chary et al. 2004, Sato-Nagasawa et al. 2006). La biosíntesis de 
trealosa también aparece unida al metabolismo de carbohidratos de almacenamiento (Wingler 
et al. 2000) y en la regulación de la fotosíntesis (Pellny et al. 2004). 
 
 
5.10 Trealosa 
 
La trealosa (α, α trealosa) es un disacárido formado por la unión 1, 1 de dos moléculas de 
D-glucosa que no es atacado por la α-glucosidasa. La estructura molecular es C12H22O11 y con 
peso molecular de 342.31. La combinación de su estructura y sus propiedades químicas hacen 
de la trealosa un disacárido muy estable. El enlace glicosídico 1,1 es esencialmente no 
reductor, asimismo carece de extremos reductores, en general químicamente inerte en sus 
interacciones con las proteínas, propiedades que convierten a la trealosa en un azúcar 
altamente resistente a la hidrólisis (Elbein 1974, Colaco y Roser 1995). 
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FIGURA 6. Fórmula estructural de la trealosa. 
 
 
5.10.1 Papel de la trealosa en la Naturaleza. 
 
Las funciones de la trealosa y la trealasa se han estudiado en distintos organismos, y 
parecen ser especie dependiente. En microorganismos la trealosa es considerada una fuente de 
energía durante ciertos estadíos del desarrollo, como en el inicio de la germinación de esporas 
(Lingappa y Sussman 1959, Elbein 1974). En micobacterias, la trealosa puede ser incorporada 
en los glicolípidos y entonces actúa como un componente estructural (Elbein y Mitchell 1973, 
Elbein 1974). En otros microorganismos, los derivados de trealosa actúan como 
intermediarios metabólicos o moléculas estructurales (Elbein 1974). La trealosa proporciona 
la fuente de energía para volar en una variedad de insectos, y probablemente represente una 
adaptación específica para el vuelo (Wyatt y Kalf 1957, Clegg y Evans 1961, Elbein 1974). 
En plantas, las especies que producen trealosa son excepcionalmente tolerantes a la 
desecación, como lo es el género Selaginella lepidophylla de plantas vasculares menores 
(Anselmino y Glig 1913) y la planta de la “resurrección” Myrothamnus febellifolius (Drennan 
et al. 1993). En el caso de S. lepidophylla, la acumulación de trealosa bajo condiciones de 
sequía representa un 15-20% de su peso (Goddijn y van Dunn 1999). 
 
5.10.1.1 Protección contra la Deshidratación 
Uno de los más importantes aspectos de la presencia de la trealosa en varios organismos, 
es su participación en la estabilización de procesos biológicos en especies que pueden 
sobrevivir ya sea a la deshidratación o el congelamiento. Muchos organismos que sobreviven 
a ambientes de bajas temperaturas dependen de la presencia de glicerol u otras moléculas que 
funcionan como anticongelante natural (Elbein 1974, Crowe et al. 1990).  
 
La trealosa además ha mostrado proporcionar protección contra el frío en otros 
organismos. Ashina y Tanno (1964) descubrieron que la larva de mosca de montaña 
Pristiphora geniculata puede sobrevivir a temperaturas de -40°C conteniendo altas 
concentraciones de trealosa. En levaduras, la acumulación de trealosa en varias especies está 
relacionada con la habilidad del organismo de sobrevivir al estrés por calor y desecación 
(McBride y Ensing 1987; Van Dijch et al. 1995). Plantas como S. lepidophylla que contiene 
cerca de 12.5% de peso seco de trealosa y 1.5% de sacarosa, puede secarse completamente y 
una vez que es hidratada tiene la capacidad de regresar a su estado habitual (Adams et al. 
1990). Embriones de camarón entran en dormancia al acumular trealosa en un 15% de su peso 
seco. Es considerado que la trealosa actúa como un estabilizador durante la dormancia, y una 
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fuente de energía para la emergencia de los embriones después del periodo de dormancia 
(Clegg 1965). Las concentraciones de trealosa han sido asociadas también con la 
sobrevivencia de nemátodos durante la desecación, y ha sido sugerido que la presencia de 
trealosa es un factor de protección durante un choque térmico y estrés osmótico en otros 
organismos (Womersley y Smith 1981, Newman et al. 1993). 
 
5.10.1.2 Protección contra el Calor 
En levaduras la trealosa reduce la formación de agregados de proteínas inducidos por el 
calor. La trealosa es tan eficiente o mas como estabilizador de proteínas que cualquiera de los 
numerosos solutos compatibles conocidos, incluyendo polioles, azúcares y aminoácidos 
(DeVirgilio et al. 1994). Los estudios realizados en levadura implican fuertemente a la 
trealosa en un papel preponderante en la termo-tolerancia además de que son inducidos en 
repuesta al estrés con el fin de incrementar los niveles de trealosa. Un estudio in vitro e in vivo 
mostró que la trealosa protege células del calor por estabilizar proteínas a altas temperaturas. 
Usando dos diferentes proteínas reporteras con distinta sensibilidad a la temperatura, 
demostrando que las enzimas son capaces de retener su actividad durante un choque térmico 
en aquellas células productoras de trealosa (Singer y Lindquist 1998). Este estudio además 
explica que la trealosa que no es removida del sistema, puede interferir con el proceso de re 
naturalización llevada a cabo por chaperonas una vez que ha terminado el periodo de estrés. 
El efecto de las radicales libres en S. cerevesiae es la inducción de acumulación de trealosa lo 
cual incrementa marcadamente la viabilidad de las células. En este estudio, el manitol y 
galactosa protegieron también pero menos proporción que la trealosa, mientras que la 
sacarosa fue ineficiente (Banaroudj et al. 2001).  
 
5.10.1.3 Protección contra el Frío 
Kandror et al. (2002) especulan que existen diferentes proteínas que se desnaturalizan y 
precipitan en el frío donde los efectos hidrofóbicos son relativamente débiles, mencionando 
que es posible que la trealosa además prevenga la desnaturalización y agregación de proteínas 
específicas a temperaturas frías. 
 
5.10.1.4 Estabilización de Membranas Celulares 
En micobacterias y corinebacterias, la trealosa es un componente básico de un gran 
número de glicolípidos de la pared celular (Lederer 1976). El mejor caso conocido y más 
ampliamente estudiado es de lípidos unidos a trealosa, los lípidos de la pared celular de M. 
tuberculosis contienen un ácido fatídico al cual está unido trealosa mediante un grupo 
hidroxilo de cada molécula de glucosa. Este lípido es considerado como uno de los principales 
componentes tóxico de la pared celular y también altamente responsable de su baja 
permeabilidad, lo cual confiere considerable resistencia a antibióticos (Brennan y Nikaido 
1995). La trealosa también puede estabilizar membranas celulares cuya fluidez decrece 
cuando la temperatura desminuye. La trealosa exógena ha mostrado que protege a una 
variedad de organismos contra el congelamiento, con la máxima protección cuando la trealosa 
se encuentra a ambos lados de la membrana. Los mecanismos de interacción con proteínas de 
membrana son discutidos a continuación. 
 
5.10.1.5 Regulador Metabólico y/o Molécula de Señalización 
Evidencia reciente ha establecido que el paso inicial para la síntesis de trealosa es esencial 
para el desarrollo embrionario en Arabidopsis (Eastmond et al. 2002). El nivel de este 
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precursor, T6P, determina la capacidad de utilización de carbohidratos con efectos 
observables en los hábitos de crecimiento y desarrollo de Arabidopsis (Schluepmann et al. 
2003). Asimismo también determinan los niveles de acumulación de intermediarios 
respiratorios, apoyando la idea que metabolitos de trealosa afecta la capacidad fotosintética de 
la planta (Schluepmann et al. 2003). Las funciones regulatorias en procesos metabólicos que 
redireccionan la localización y utilización de carbohidratos, ubican al metabolismo de la 
trealosa como regulador metabólico además de sus implicaciones en la protección contra 
estrés. Adicionalmente, se han descubierto las implicaciones en procesos de división celular a 
través de la biosíntesis de pared celular, y relacionado con el desarrollo de embriones en 
Arabidopsis (Gómez et al. 2006). Poco es conocido sobre la integración de señales del nivel 
nutricional (metabolismo de carbón) con señales del crecimiento y desarrollo de células 
vegetales, por lo que el metabolismo de trealosa constituye un punto de gran interés por sus 
importantes implicaciones y será discutido más ampliamente en apartados subsecuentes. 
 
 
5.10.2 Mecanismo de Acción 
 
El mecanismo por el cual la trealosa es capaz de estabilizar membranas en sistemas vivos 
durante los ciclos de congelamiento-descongelamiento, calentamiento-enfriamiento, y/o 
deshidratación-hidratación, se encuentra muy relacionado con su conformación molecular. 
Estudios moleculares de la trealosa en solución, sugirieron que puede proteger contra la 
desecación durante la deshidratación o congelamiento por reemplazo del agua normalmente 
asociada con las estructuras biológicas (Donnamaria et al. 1994). Esta actividad podría ayudar 
a estabilizar estas biomoléculas e inhibir la desnaturalización irreversible. Estudios del 
potencial de hidratación de la trealosa, comparado con otros oligosacáridos, demuestra que la 
trealosa tiene una gran habilidad de hidratación. Esto sugiere que la trealosa puede estabilizar 
la bicapa de lípidos mediante el ordenamiento de moléculas de agua alrededor de la 
membrana o por la interacción directa con moléculas de agua removidas (Kawai et al. 1992). 
 
Crowe et al. (1990) revisó los mecanismos por el cual la moléculas biológicas son 
estabilizadas una vez que han sido expuestas a estrés por frío y deshidratación, y concluyó 
que la protección de proteínas del congelamiento es un proceso inespecífico. Inversamente, la 
estabilización de proteínas durante la desecación requiere una interacción más específica entre 
la sustancia estabilizadora y la proteína blanco. Solamente los carbohidratos han mostrado ser 
efectivos en proteger proteínas durante el proceso de deshidratación. Muchas moléculas son 
capaces de estabilizar liposomas durante el congelamiento, pero sólo unas pocas son efectivas 
durante la desecación. La trealosa protege tanto proteínas y membranas de lípidos de la 
degradación durante el proceso de desecación (Crowe et al. 1990). 
 
Los mecanismos por los cuales la trealosa protege moléculas biológicas pueden ser 
divididos en tres categorías, denominados reemplazamiento de agua, transformación vidriosa 
y estabilidad química (Colaco y Roser 1995). Estos tres mecanismos no se excluyen 
mutuamente y todos pueden contribuir a los efectos estabilizadores de la trealosa. La teoría de 
reemplazamiento de agua propone que todas las macromoléculas biológicas son normalmente 
estabilizadas por el agua que forma puentes de hidrógeno alrededor de esas moléculas. La 
trealosa parece tener una gran flexibilidad en el enlace glicosídico entre las dos moléculas de 
D-glucosa comparado con otros disacáridos. Esta propiedad podría permitir a la trealosa 
 33
interactuar con grupos polares irregulares presentes en las macromoléculas (Colaco y Roser 
1995). 
 
La teoría de transformación vidriosa sugiere que los azúcares en solución pueden 
transformarse en o mantener un estado vidrioso en lugar de cristalizarse. La trealosa es única 
en el hecho de que forma estructuras vidriosas no higroscópicas que son estables a altas 
temperaturas cuando se encuentran completamente secas (Crowe y Crowe 2000). Esta 
propiedad permite a las estructuras vidriosas de trealosa permanecer intactas en rangos muy 
extremos de temperatura, más que otros azúcares. Este estado vidrioso puede conservar a las 
biomoléculas en una forma tal que les permita retorna a su estructura nativa y entonces 
funcionar adecuadamente después de la rehidratación (Franks 1990; Colaco y Roser 1995; 
Crowe y Crowe 2000). 
 
 
Proteína Trealosa Agua
A
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FIGURA 7: Capacidad Osmoprotectora de la trealosa. A) Al disminuir el contenido de agua se forma 
una capa protectora de trealosa que atrapa el agua disponible en contacto con las proteínas. En la vecindad 
de las proteínas se incrementa el número de puentes de Hidrógeno entre trealosa-agua y trealosa-trealosa. 
B) Las membranas biológicas son protegidas de la desecación por la trealosa evitando su fusión, cambio de 
fase y daño celular (adaptado de Lins et al., 2004 y Weisburd 1988). 
 
 
5.10.3 Biosíntesis en Plantas 
 
 Las vías de biosíntesis de trealosa en la naturaleza han sido estudiadas de una variedad 
de organismos (Avonce et al. 2006, Elbein et al. 2003). Las plantas sintetizan trealosa por la 
vía conocida como TPS/TPP (Blázquez et al. 1998, Vogel et al 1998). La trealosa es 
sintetizada en un proceso de dos reacciones: a partir de glucosa-6-P (G6P) y UDP-glucosa se 
convierte a trealosa-6-fosfato (T6P) por acción de la enzima trealasa fosfato sintasa (TPS); 
finalmente la T6P es defosforilada a trealosa y fosfato inorgánico por acción de la trealosa-6-
fosfato fosfatasa (TPP) (Figura 7). 
 
 34
UDP-Glucosa
+ Glucosa-6-P Trealosa-6-P Trealosa
Trealasa
Glucosa (2)
UDP
TPS TPP
H2O Pi H2O
 
 
FIGURA 8. Vía biosintética de la trealosa en Plantas. 
 
Los genes que codifican enzimas del metabolismo de trealosa son distribuídos 
ampliamente en la naturaleza (Avonce et al. 2006). La expresión de los genes TPS y TPP ha 
sido detectada en todos los órganos de la planta analizados (Blázquez et al. 1998, Vogel et al. 
1998, Eastmond et al. 2002, Vogel et al. 2001). Esos descubrimientos indican que en general, 
las plantas vasculares tienen la habilidad potencial de sintetizar trealosa (Goddijn y Dun 1999, 
Blázquez et al. 1998, Vogel et al. 1998, Goddijn y Smeekens 1998, Müller et al. 1999).  
 
5.10.3.1 Homología de Genes Biosintéticos 
Eubacterias han demostrado tener todas las vías posibles de síntesis de trealosa, en tanto 
que Arqueobacterias han perdido la vía de trealosa sintasa. Los Eucariotas tienen 
predominantemente la vía TPS/TPP, los invertebrados contienen trealosa en la sangre, los 
vertebrados son incapaces de sintetizar trealosa pero expresan trealasa particularmente en 
intestino. Es común que en la vía TPS/TPP las enzimas contengan tanto dominios TPS como 
dominios TPP, sugiriendo que estas enzimas con derivadas de un evento sencillo de fusión 
genética, heredado a eucariotas antes de la endosimbiosis de cloroplasto (Bell et al. 1998). 
 
Aunque la existencia de biosíntesis de trealosa en plantas superiores ha quedado 
demostrada, los detalles fisiológicos de las funciones y la regulación de esta vía siguen siendo 
en gran medida desconocidos. El análisis genético en el genoma completo de Arabidopsis 
reveló que existen un total de 11 genes homólogos TPS y 10 genes homólogos TPP (Avonce 
et al. 2006, Leyman et al. 2001, Schluepmann et al. 2004). Todos los genes homólogos TPS 
además contienen un domino TPP en el extremo C-terminal de la proteína, en tanto que los 
homólogos TPP son proteínas con un dominio sencillo. La organización de estos genes es 
única en las plantas superiores, sólo uno o dos copias de TPS y TPP existen en la mayoría de 
las bacterias, hongos e insectos, mientras que estos genes constituyen una gran familia de 
genes en las plantas superiores. Solamente existe un gen que codifica para la trealasa (Müller 
et al. 2001), evidenciando la radiación existente en torno a la regulación del intermediario 
T6P en Arabidopsis y otras plantas con genomas secuenciados completamente (Avonce et al. 
2006, Lunn et al. 2007, Pramanik e Imai 2005, Satoh-Nagasawa et al. 2005, Shima et al. 
2007). 
 
El análisis genético entre los numerosos genes homólogos TPS y TPP sugiere que el 
proceso evolutivo conserva la especificidad de cada uno de esos genes, debido a que las 
diferencia entre ellos no son mutaciones al azar y mantienen codones sinónimos en toda la 
secuencia entera de TPS y la mayoría de los genes TPP excepto por cinco codones (Avonce et 
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al. 2006). La alta conservación ocurrida entre los homólogos TPS y TPP indica que cada uno 
desempeña una función específica requerida para su conservación. 
 
5.10.4 Efectos Fisiológicos del Metabolismo de Trealosa 
 
El metabolismo de trealosa es un proceso menor dentro del flujo principal de carbono en 
bacterias, levaduras y célula vegetales. Recientemente se le ha puesto una gran atención 
debido a los interesantes efectos regulatorios en el crecimiento y la resistencia a estrés en 
plantas superiores.  
 
En plántulas de Arabidopsis creciendo en 25 mM de trealosa ocurre una fuerte 
reorganización de contenido de carbón: la localización de carbohidratos es invertida a una 
masiva acumulación de almidón en cotiledones sin acumular en raíz (Wingle et al. 2000). En 
menor concentración de trealosa (100mM), las plántulas son capaces de germinar y extender 
cotiledones, pero no desarrollan hojas primarias y la raíz no crece más allá de 5mm 
(Schluepmann et al. 2004). Interesantemente, el meristemo radicular es reducido en tamaño y 
las células en la zona de extensión se hinchan y estallan. Si se adicionan azúcares 
metabolizables en estas condiciones se superan los efectos en la inhibición del crecimiento de 
la trealosa, sugiriendo que la inanición causa el arresto en el crecimiento, lo anterior sugiere 
además que la trealosa no afecta la capacidad de los tejidos vertederos de metabolizar carbón 
ya distribuido (Schluepmann et al. 2004).  
 
Los efectos diversos observados en plántulas de Arabidopsis creciendo en presencia de 
trealosa, exponen la serie de eventos del metabolismo y crecimiento de células vegetales en 
donde se encuentra implicada la trealosa y sus metabolitos intermedios. En primera instancia 
interfiere con la distribución y transporte de carbohidratos, al inducir fuerte acumulación de 
almidón, afectando el proceso de transporte de carbón provocando inanición en las células. 
Efectos detrimentales en el crecimiento son expuestos en el desarrollo primario de semillas en 
germinación, adicionalmente interfiere con procesos de división celular, evidenciado en 
células de meristemo radical. Los efectos observados son dependientes de la presencia de 
altas concentraciones de trealosa y una fuente no metabolizable de carbón. 
 
5.10.4.1 Crecimiento y Desarrollo 
El desarrollo de plantas puede ser visto como una serie de eventos programados en el que 
las vías metabólicas y de crecimiento tienen fuentes comunes. Las implicaciones del 
metabolismo de trealosa y sus efectos sobre el metabolismo y crecimiento la colocan como 
una molécula que representa una misma señal de regulación que integra ambos procesos. 
 
Nivel de T6P controla el metabolismo primario indispensable en el desarrollo. Plantas 
transgénicas con diferentes contenidos de T6P mostraron los efectos en el fenotipo 
desarrollado por acción de este metabolito; el fenotipo marcadamente contrastante entre 
plantas con bajo y alto contenido de T6P (Schluepmann et al. 2003). Altas concentraciones de 
T6P, induce el desarrollo de hoja de un verde intenso y un rápido crecimiento, en contraste 
bajas concentraciones de T6P provoca un retardo en el desarrollo de hojas con respecto a 
plantas silvestres y alta disponibilidad de azúcar inhibe fuertemente el crecimiento en estas 
plantas. Análisis de genes inducidos por altas concentraciones de T6P correlacionan los 
niveles de este metabolito con la expresión del regulador del metabolismo central AtKIN11 
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(Schluepmann et al. 2004)¸ entonces la T6P podría controlar el metabolismo primario ya sea 
directamente como regulador alostérico o como molécula de señalización en cascadas de 
transducción que regulan la actividad de estas enzimas para la utilización de carbón. 
Schluepmann et al. (2003) propone que la participación de la T6P en el desarrollo requiere 
necesariamente una estricta regulación en su contenido que controle la utilización de 
carbohidratos en diferentes tejidos y durante diferentes las etapas del desarrollo. Esta idea esta 
soportada por la existencia de numerosos genes homólogos TPS y TPP encontrados en 
Arabidopsis.  
 
Genes de la vía de trealosa son requeridos para el desarrollo de la inflorescencia en 
maíz. En maíz se ha comprobado que el gen TPP (RAMOSA3) controla la ramificación de la 
inflorescencia. Este gen RAMOSA3 en maíz es expresado localizadamente en meristemos 
axilares, interactuando con un regulador transcripcional (RAMOSA1), sin embargo no se ha 
conocido como es que sucede la interacción entre la actividad TPP, la expresión genética del 
mismo y la regulación transcripcional (Satoh- Nagasawa et al. 2006). 
 
T6P es indispensable en el desarrollo embrionario en Arabidopsis. La interrupción del 
gen tps1 en Arabidopsis ocasiona un fenotipo embrio-letal, lo que indica que la producción de 
T6P es esencial en el desarrollo embrionario (Eastmond et al. 2002). Un análisis detallado 
mostró que lo embriones se arrestan en etapa de torpedo, etapa en la que se acumulan vastas 
cantidades de sacarosa para la síntesis de lípidos de reserva y proteínas y precisamente se 
observa una dramática acumulación de almidón y sacarosa en estros embriones. Tal 
observación indica un absoluto requerimiento de la enzima TPS o de T6P durante la 
embriogénesis para la utilización de sacarosa por el embrión y que el contenido de T6P 
controla la utilización de carbohidratos (Eastmond et al. 2002). Paralelamente a este estudio, 
se reportó que mutantes para la TPS en Drosophila son embrio-letales (Chen et al. 2002), lo 
que confirma tal requerimiento. Posteriormente fue comprobado que la acumulación de 
almidón y azúcares solubles es resultado de una disminución más que bloqueo del flujo de 
carbono y probablemente este efecto ocasiona la interrupción en el proceso de maduración 
embrionaria y que tal acumulación de carbohidratos, es suficiente para bloquear las señales 
dentro del programa de maduración (Gómez et al. 2006). 
 
T6P esta implicada en el control de la división celular. El análisis subsecuente de 
embriones tps1 indicaron que efectivamente controla el crecimiento embrionario pero no la 
diferenciación celular donde es posible encontrar cloroplastos completamente diferenciados 
(Gómez et al. 2006). Según este estudio, los retardos progresivos observados en la morfología 
embrionaria indican un papel de la división celular tan o más importante que las afectaciones 
mismas en el metabolismo de carbono. Las paredes en embriones tps1 son más gruesas 
comparadas a embriones tipo silvestres en varias etapas de desarrollo; adicionalmente los 
transcritos de varios genes involucrados en la síntesis de la pared celular se encontraron 
fuertemente alterados. Lo que permitió concluir que TPS en Arabidopsis modula el 
crecimiento por medio del control de la deposición de la pared celular y la división celular 
(Gómez et al. 2006). Recientemente ha sido comprobado por Chary et al. (2008) que el gen 
AtTPS6 el cual es expresado en toda la planta, controla la morfología celular y modifica el 
crecimiento y desarrollo en Arabidopsis.  
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TPS es requerido para la transición floral en Arabidopsis. Plantas con reducida 
expresión de TPS, presentan retardo en el crecimiento y reducida área foliar, asimismo no 
ocurre la transición fenológica de la etapa vegetativa a etapa reproductiva retardando la 
floración respecto a plantas tipo silvestre (van Dijken et al. 2004). Otro efecto observado fue 
el deceso dramático en la región del meristemo radical además del menor crecimiento de la 
hoja. 
 
5.10.4.2 Metabolismo de Carbón 
 
Señalización del contenido de azúcar. Se ha demostrado recientemente en Arabidopsis, 
mediante la utilización de un método muy sensible para la determinación de los niveles T6P, 
que cambios en los niveles de sacarosa se correlacionan con cambios rápidos en contenido de 
T6P en el citosol y, a su vez puede estimular la síntesis de almidón en cloroplasto. Por lo tanto, 
la T6P podría tener una función de señalización del contenido de azúcares y la utilización de 
censores entre citosol y cloroplastos (Kolbe et al. 2005, Lunn et al. 2006).  
 
Niveles de T6P determinan la capacidad de utilización de azúcares. Plantas transgénicas 
de Arabidopsis con diferentes contenidos de T6P mostraron efectos en el crecimiento cuando 
son mantenidas en un ambiente de alta disponibilidad de azúcares. Plantas con bajo contenido 
de T6P presentan menor crecimiento en alta disponibilidad de glucosa, fructosa o sacarosa; en 
tanto que plantas con alto contenido de T6P crecen óptimamente en presencia de sacarosa 
(Schluepmann et al. 2003). Tales observaciones indican que la T6P es responsable de los 
efectos en hábitos de crecimiento y desarrollo y la capacidad de utilización de azucares 
disponibles se encuentran directamente relacionados a los niveles de este metabolito. 
 
Regulación de la Síntesis de Almidón. Así mismo se ha revelado una función específica 
de los genes en la biosíntesis de almidón; puesto que se comprobó que la presencia de trealosa 
induce la expresión de ApL3, que codifica la subunidad grande de la ADP-glucosa 
pirofosforilasa en Arabidopsis (Wingler et al. 2000, Fritzius et al. 2001). Posteriormente fue 
demostrado que la T6P regula directamente la síntesis de almidón vía activación redox de la 
ADP-glucosa pirofosforilasa, que tiene implicación directa en la utilización de azúcares 
(Kolbe et al. 2005; Lunn et al. 2006).  
 
T6P inhibe SnRK1. La regulación de la síntesis del almidón y utilización de carbón, por sí 
sola no explica los fenotipos observados en plantas transgénicas con diferentes contenidos de 
trealosa y metabolitos de trealosa. Recientemente se ha reportado que la T6P inhibe a SnRK1 
de la familia de proteína cinasas independientes de calcio (Zhang et al. 2009). Estas proteínas 
cinasa tienen un rol fundamental en la regulación transcripcional del metabolismo y desarrollo 
en respuesta a limitaciones de energía e inanición por fuentes de carbono. En plantas SnRK1 
activa el proceso metabólico bajo condiciones de estrés por inanición inhibiendo reacciones 
anabólicas que consumen ATP. (Hardie et al. 2007). Concentraciones micromolares de T6P, 
inhiben la actividad de SnRK1 en un sitio distinto de su dominio catalítico a través de un 
intermediario desconocido. La mayor inhibición ocurre en plántulas, en hojas jóvenes de 
crecimiento activo y en otros órganos a excepción de hojas maduras. De manera general, 
bajos niveles de T6P permiten la regulación transcripcional de SnRK1; en tanto que altos 
niveles de T6P inhiben la actividad de SnRK1, por lo tanto la T6P promueve las reacciones 
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biosintéticas en tejidos en crecimiento a través de la inhibición de SnRK1 en respuesta a la 
disponibilidad de sacarosa (Hardie et al. 2007). 
 
T6P regula la capacidad fotosintética. Altos niveles de T6P en tabaco y Arabidopsis 
conducen también a una alta capacidad fotosintética por unidad de área debido a alto 
contenido de Rubisco y clorofila. Bajo contenido de T6P producen el fenotipo contrario de 
baja capacidad fotosintética por unidad de área, pero paradójicamente plantas más productivas 
donde el área foliar es más grande lo que representa mayor fotosíntesis por planta (Pellny et al. 
2004). El impacto del metabolismo de carbohidratos en el balance entre capacidad 
fotosintética y producción por unidad de área es un tema muy poco estudiado, los datos 
presentados por Pellny et al. (2004) sugieren que el efecto regulatorio de la T6P en la 
utilización de carbohidratos y señalamiento es un factor que influencía el proceso 
fotosintético y ofrece una atractiva oportunidad de mejorar el rendimiento vegetal. 
 
Metabolitos de trealosa modulan la respuesta a estrés abiótico. La expresión de genes de 
la ruta biosintética de trealosa en plantas conduce a una tolerancia a sequía. El primer reporte 
de la expresión de genes de E. coli (otsA y otsB) por Pilon-Smits et al. (1998) demostraron 
que era posible inducir tolerancia a sequía por acción de trealosa y metabolitos intermedios, 
sin embargo también se reportaron aberraciones en el crecimiento. A la fecha no se conoce el 
mecanismo exacto por el que el metabolismo de trealosa puede regular la protección contra 
estrés abiótico. Plantas sensibles a la sequía solo producen cantidades traza de trealosa y en 
plantas transgénicas con diferentes modificaciones para la biosíntesis de trealosa, los niveles 
de trealosa no se correlacionan necesariamente con el grado de tolerancia observado, ni 
tampoco se revela algún tejido que muestre efectos localizados en lineajes celulares 
específicos (Schluepmann et al. 2009). Resistencia a sequía, frío y salinidad ha sido alcanzada 
en numerosas plantas tanto monocotiledóneas (Garg et al. 2002, Jang et al. 2003) y 
dicotiledóneas (Karim et al. 2007, Miranda et al. 2007). 
 
Tabla 2. Evidencia del papel de la biosíntesis de la trealosa en la regulación de metabolismo de carbón en 
plantas. (Modificado de Wingler 2002) 
 
Molécula 
activa 
Vía o Proceso Regulado Planta Referencia 
T6P Acumulación de azúcar durante 
sequía 
Tabaco expresando otsA Pilon-Smits et al. 
1998 
T6P Capacidad fotosintética Tabaco expresando  otsA/otsB. Paul et al. 2001 
T6P Maduración de embriones Arabidopsis con interrupción 
del gen TPS1 
Eastmond et al. 2002 
T6P Morfogénesis celular Arabidopsis Chary et al. 2008 
Trealosa Biosíntesis de fructanos en hojas Cebada con adición de trealosa 
en hojas 
Müller et al. 2000 
Trealosa Contenido de carbohidratos en raíz 
y nódulos 
Soya tratada con valA Müller et al. 1995 
Trealosa Metabolismo de sacarosa en raíces Soya con adición de trealosa Müller et al.,1998 
Trealosa Biosíntesis de almidón en 
cotiledones y hojas 
Arabidopsis con adición de 
trealosa  
Wingler et al. 2000 
Trealosa Biosíntesis de almidón en 
cotiledones y hojas 
Arabidopsis con adición de 
trealosa 
Fritzius et al. 2001 
Trealosa Ramificación de inflorescencia Maíz Satoh-Nagasawa et al. 
2006 
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5.10.5 Regulación del Metabolismo de Trealosa 
 
Debido a que cambios en los niveles de T6P inducen grandes cambios en el metabolismo 
y desarrollo de la plantas, es necesariamente probable una regulación estricta en la expresión 
de los genes involucrados en el metabolismo de T6P. En Arabidopsis la expresión de algunos 
genes TPS y TPP responden fuertemente a cambios en los niveles de azúcar, incluyendo la 
exposición a trealosa, que incrementa los niveles de T6P. (Schluepmann et al., 2004). Se ha 
especulado que la biosíntesis de trealosa es un proceso regulado durante el crecimiento de las 
plantas y su desarrollo, y que cada gen TPS y TPP se encuentra bajo una regulación específica.  
 
La expresión de estos genes es regulada diferencialmente durante el desarrollo 
embrionario, senescencia, disponibilidad de azúcar y nitrógeno, hipoxia, ritmo circadianos, 
acido abscísico (ABA) y trealosa externa (Schluepmann et al. 2004). En Arabidopsis genes 
TPS y TPP responden fuerte y rápidamente a señales hormonales y disponibilidad de 
nutrientes; genes TPS responden en general a bajo contenido de azúcares y ausencia de 
almidón, en tanto que TPP se ven reprimidos bajo estas condiciones (Tim et al. 2004).Genes 
TPP y trealosa son inducidos por bajo contenido de oxígeno (Liu et al. 2005). La regulación 
hormonal esta presente: TPS1 es regulado en células guarda por ABA (Leonhardt et al. 2004) 
así como genes TPP de arroz (Pramanik e Imai 2005) y TPS8 es inducido por citocininas. Las 
condiciones ambientales también son importantes reguladores: TPS5 y TPS8 son inducidos 
por oscuridad (Plipo et al. 2006) y TPS9, TPS10 y cuatro genes TPP son regulados por 
nitratos (Bremer et al. 2005) 
 
 
5.10.6 Biosíntesis en condiciones de estrés abiótico 
 
El análisis de transcritos involucrados en el estrés abiótico y defensa vegetal entre otros 
realizado por Bae et al. (2005) en Arabidopsis, muestra que los transcritos que responden a un 
tratamiento con trealosa fueron aquellos que se encuentran asociados con señales de estrés 
abiótico más que de estrés biótico. Este perfil de transcripción muestra que es más la 
represión de transcritos involucrados con la respuesta vegetal y estrés abiótico en respuesta a 
trealosa que aquellos que fueron inducidos.  
 
Recientemente una clona EST de algodón con homología el gen TPS de Arabidopsis ha 
sido encontrado que es inducida bajo condiciones de estrés hídrico, indicando la biosíntesis de 
trealosa es específicamente inducida bajo esas condiciones. Aunque la relevancia de este dato 
permanece sin ser del dilucidado del todo, esto contribuye a acumular evidencia circunstancial 
que el metabolismo en plantas superiores juega un rol principal en la adquisición de tolerancia 
a estrés (Goddijn y Dun 1999).  
 
En trigo, la acumulación de trealosa fue observado bajo condiciones de estrés salino y por 
sequía, lo cual refleja las propiedades de protección de la trealosa contra condiciones de estrés 
(El-Bashiti et al. 2005). Recientemente en arroz, la sobreexpresión del gen TPP1 endógeno 
mostró tras la realización de análisis de expresión que el gen TPP fue transitoriamente 
inducido por tratamientos salinos, osmóticos y con ABA pero discretamente inducido bajo 
estrés por frío. La sobre expresión de OsTPP1 en arroz aumentó la tolerancia a estrés salino y 
por frío, y desencadena la expresión de genes de respuesta a estrés abiótico (Ge et al. 2008) lo 
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cual sugiere la posibilidad de una vía de regulación transcripcional de respuesta a estrés 
inducido por la expresión de OsTPP1. 
 
 
5.10.7 Aplicación del Metabolismo de la Trealosa para el Mejoramiento de Cultivos 
 
A raíz de la comprensión del metabolismo de la trealosa se hipotetizó que la introducción 
de la capacidad para sintetizar trealosa en cultivos vegetales podría mejorar su 
comportamiento bajo condiciones de sequía. Con el propósito de introducir esta ruta 
biosintética en plantas, se desarrollaron plantas transgénicas de papa (Solanum tuberosum) y 
tabaco (Nicotiana tabacum) introduciendo mediante el sistema de Agrobacterium los genes 
otsA y/o otsB de Escherichia coli. A pesar de la expresión de ambos genes, solamente se 
detectaron cantidades muy limitadas de trealosa en las plantas transgénicas de tabaco 
(Goddjin et al. 1997). En base a los reportes referentes a la presencia de actividad trealasa en 
gran variedad de plantas, particularmente en nódulos radiculares de leguminosas (Müller et al. 
1992), se estudió el efecto de la presencia de trealasa en la acumulación de trealosa de la 
plantas transgénicas determinándose que la actividad de la enzima trealasa afectaba la 
acumulación. 
 
Utilizando el inhibidor específico Validamicina A, se encontró no solamente que la 
inhibición de dicha enzima permitía una acumulación de trealosa en dichas plantas, si no que 
contrario a lo que se creía que la capacidad para sintetizar trealosa no estaba restringida en 
ciertas especies tolerantes a sequía, encontrándose también en angiospermas. Esta conclusión 
se originó como resultado de la inhibición de la enzima trealasa en plantas silvestres de tabaco, 
en donde ocasionó un incremento en la concentración de trealosa. Además de que en ambos 
casos, plantas transgénicas y silvestres, se encontró un incremento en la tolerancia a sequía 
(Goddijn et al. 1997, Pilon-smits et al. 1998).  
 
Sin embargo, la expresión de estos genes conduce a efectos pleiotrópicos, incluyendo 
alteraciones en el crecimiento y en el metabolismo bajo condiciones de crecimiento normal. 
Con el tiempo se han documentado diversas estrategias para evitar los fenotipos observados 
en la acumulación de trealosa, como la co-expresión regulada de genes TPS/TPP (Garg et al. 
2002; Jang et al. 2003) y más recientemente la expresión de estos genes regulados por 
promotores inducidos específicamente por estrés (AtRAB18 y AtRbcS1A) o señales de 
localización en cloroplastos (Karim et al. 2007). 
 
Garg et al. (2002) reportó la expresión reguladas de los genes otsA y otsB de E. coli como 
un gen de fusión para manipular la tolerancia al estrés en arroz. Dependiendo de las 
condiciones de crecimiento, las plantas transgénicas acumulan 3 a 10 veces más que plantas 
control, sin embargo las concentraciones permanecen abajo del mg por gr de peso fresco. La 
acumulación de trealosa se relaciona con niveles altos de carbohidratos solubles y una elevada 
capacidad fotosintética bajo condiciones control y estrés, consistente con la propuesta de su 
papel como modulador de el monitoreo de azúcares y metabolismo de carbohidratos. 
 
Jang et al. (2003) reporta así mismo la fusión bi-funcional de genes otsA y otsB de E. coli 
en arroz como herramienta para evitar modificar los niveles de T6P y con eso evitar los 
posibles efectos negativos de la sobreproducción de trealosa. Los niveles de acumulación 
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alcanzados fueron de arriba de 1.076 mg por gramo de peso fresco, sin mostrar inhibición de 
crecimiento o alteraciones fenotípicas visibles; asimismo estas plantas mostraron tolerancia 
incrementadas a la sequía salinidad y frío medido por el contenido de clorofila y análisis de 
inhibición del crecimiento. 
 
En tomate la introducción del gen TPS1 de levadura resulta en la acumulación de más 
almidón y es mayor el contenido de clorofila en las hojas (Cortina y Culiáñez 2005). Se 
observó el aumento de tolerancia a diversos estreses abióticos como tratamientos de sequía 
salinidad y estrés oxidativo. 
 
Miranda et al. (2007), reportaron una enzima bifuncional (TPS-TPP) de levadura pero 
expresada en Arabidopsis, logrando acumulación de trealosa a bajos niveles pero con 
incremento significativo en la tolerancia a sequía, congelamiento, salinidad y calor. Ge et al. 
(2008) reporta la sobreexpresión del gen de la trealosa-6-fosfato fosfatasa (OsTPP1) en arroz, 
resultando en el aumento de tolerancia a estrés salino y frío.  
 
El hecho de que muy bajas concentraciones de trealosa pueden mejorar la resistencia a la 
sequía implica mecanismos de señalización o regulación más que una función osmoprotectora 
resultado de su acumulación (Shima et al. 2007). Se ha observado que en plantas transgénicas 
que no acumulan significativamente mas trealosa que controles, muestran una misma 
tolerancia a la sequía que plantas con una mayor producción (Karim et al. 2007) esto indicaría 
que no es la trealosa por sí misma la que conduce a la mejora de la tolerancia a sequía si no 
mas bien metabolitos intermediarios específicamente T6P (Schluepmann et al. 2003, Bae et al. 
2005a, b; Ramón et al. 2007, Shima et al. 2007); sin embargo, las señales precisas y 
mecanismos del aumento a la tolerancia a la sequía son desconocidos aún. 
 
 
5.11 Trealasa 
 
La trealasa es una enzima glicosil hidrolasa (α, α-trealosa-1-C-glucohidrolasa, E.C. 
3.2.1.28), única enzima capaz de catalizar la conversión de trealosa a dos unidades 
monoméricas de glucosa. Una enzima que hidrolizara trealosa fue observada primero en 
Aspergillus níger (Bouquelot 1893) y enseguida por Fischer (1895) de S. cerevisiae (revisado 
en Elbein 1974). A partir de entonces, la trealasa ha sido reportada en muchos otros 
organismos procariotas y eucariotas (Elbein et al. 1974). En plantas hongos, animales y 
bacterias la única vía de degradación de trealosa ocurre por la vía de la enzima trealasa 
(Müller et al. 1995). En Euglena gracilis y Pichia fermentans, por la acción de la trealosa 
fosforilasa (Belocopitow y Maréchal 1970, Schick et al. 1995); en E. coli por fosforilación y 
subsecuente hidrólisis por trealosa-6-fosfato hidrolasa (Rimmele y Boos 1994).  
 
 
5.11.1 Isoformas 
 
En el reino Fungi las trealasas han sido caracterizadas en distintas especies agrupándolas 
en dos grupos principales: trealasas ácidas y trealasas neutrales. Una forma inactiva de 
trealasa fue reportada en S. cerevisiae activada por fosforilación dependiente del AMP cíclico 
localizada en el citoplasma (Thevelein 1984). Sin embargo, una segunda actividad de trealasa 
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fue identificada en las vacuolas de esas células, la cual fue activa pero de manera constitutiva 
(Londesborough y Varimo 1984). Las dos trealasas fueron caracterizadas parcialmente de 
acuerdo a su pH óptimo, la enzima citoplasmática exhibió su actividad en un pH cercano a 7 y 
fue llamada trealasa neutral, mientras que la proteína de la vacuola exhibió su máxima 
actividad a pH de 4.5 y fue nombrada como trealasa ácida (van Solingen y van de Platt, 1975, 
Keller et al. 1982).  
 
5.11.1.1 Trealasa Neutral 
La trealasa neutral citoplásmica es específica para la trealosa como sustrato, sin capacidad 
de hidrolizar otros glucósidos como celobiosa, maltosa, lactosa, sacarosa, rafinosa y 
melobiosa (App y Holzer 1989). La Km de la enzima para la trealosa es cercana a 3.5 mM, en 
un ambiente donde la levadura puede acumular trealosa por arriba del 23% de su peso seco. 
La trealasa neutral fue propuesta en tener considerable significancia fisiológica al mantener o 
disminuir las concentraciones de trealosa en levaduras, en las cuales ha sido demostrado que 
la trealosa actúa como un regulados del metabolismo y puede afectar la actividad de enzimas 
clave tal como la hexocinasa (Dellamora-Ortiz et al. 1986). 
 
5.11.1.2 Trealasa Acida  
La trealasa ácida o vacuolar también muestra ser muy específica para la trealosa como 
sustrato. Esta trealasa presentó un Km de 4mM para la trealosa, la cual es más baja que para 
la trealasa neutral. La supresión del gen para esta proteína en levadura, ocasiona la 
imposibilidad de crecer en presencia de trealosa como única fuente de carbono (Nwaka et al. 
1996), indicando el papel clave de esta trealasa en la utilización de la trealosa. Una hipótesis 
desarrollada para explicar la función de esta enzima, implica que la trealasa ácida sea 
movilizada de su sitio de síntesis a el espacio periplásmico del retículo endoplásmico y 
aparato de Golgi, donde se una a la trealosa exógena para internalizarla y romperla en la 
vacuola para producir glucosa libre (Stambuck et al. 1996).  
 
Ha sido reportado que las actividades de la trealasa neutral y ácida son bajas en células de 
levadura creciendo exponencialmente pero altas durante la fase estacionaria, después de que 
la glucosa ha sido agotada (Winkler et al. 1991); además, la expresión de los genes para estas 
enzimas es baja en células creciendo exponencialmente comparada con células en fase 
estacionaria, sugiriendo que esos genes son reprimidos por glucosa (Nwaka et al. 1995). La 
fase estacionaria de células de levadura tiene niveles incrementados de trealosa citoplásmica y 
además niveles altos de actividad trealasa; esta alta expresión de trealasas en la fase 
estacionaria así como los niveles de trealosa pueden contribuir a la alta tolerancia al estrés en 
esas células. 
 
 
5.11.2 Trealasa en Plantas 
 
Inicialmente la enzima trealasa fue encontrada en muy distintas fuentes en plantas, en 
cultivos de tejidos de la gimnosperma Picea, de plantas monocotiledóneas y dicotiledóneas lo 
que permiten concluir que no estaba confinada a polen y que posiblemente la actividad 
trealasa esta presente en la mayoría de las plantas vasculares de todos los grupos taxonómicos 
(Kendall et al. 1999). Para el caso de las plantas vasculares se han identificado una copia del 
gen de trealasa, y su funcionalidad ha sido reportada en soya (Glycine max) (Aeschbacher et 
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al. 1999) y Arabidopsis (Müller et al. 2001). Recientemente ha sido reportada la secuencia de 
trealasa en arroz adicionalmente a las ya reportadas de alfalfa, papa y caña de azúcar (Gen 
Bank AC051634.6). 
 
Aunque la longitud de transcritos de los genes de trealasas vegetales, son comparables en 
longitud (aproximadamente 2.2 kb conteniendo 10 exones), la estructura primaria de la 
proteína parece variar de especie a especie. En primera instancia la longitud completa de la 
trealasa aislada de Arabidopsis (AtTRE1) es 626 residuos más larga comparada con los 5563 
residuos de trealasa de Arroz (OsTRE) y los 557 residuos de soya (GmTRE) (Frison et al. 
2007). 
 
La trealasa de la soya es una glicoproteína apoplástica (Aeschbacher et al. 1999). En 
Arabidopsis se localiza unida a la membrana plasmática con el dominio catalítico orientado 
hacia la pared celular, el anclaje se lleva a cabo a través de un dominio transmembranal en el 
extremo N-terminal que la incluye en la vía secretoria (Frison et al. 2007). La localización y 
topología de esta enzima, permite inferir que el sustrato trealosa necesariamente requiere ser 
exportado hacia el exterior de la célula donde es hidrolizado. Sin embargo según la secuencia 
de aminoácidos la trealasa de soya y arroz carece de dominio transmembranal, localizándose 
probablemente como enzima de secreción y soluble; pero contradictoriamente carece de 
señales de translocación al retículo endoplasmico, indicando posibles defectos en la secuencia 
disponible. 
 
En Arabidopsis la actividad específica es de 280 nkat g-1 prot en flor, la actividad 
localizada más alta reportada para esta planta (Müller et al. 2001). Se ha demostrado que la 
actividad trealasa está presente en varios tejidos de Arabidopsis (Müller et al. 2001) y también 
el análisis transcripcional muestra una expresión extendida y diferencial en todos los órganos 
vegetales particularmente alta en flores y enriquecida en fracción membranal (Frison et al. 
2007). Lo que potencialmente podría indicar la participación de la Trealasa en la reproducción 
y/o en la arquitectura floral; paralelamente con esta idea, se ha reportado que genes 
biosintéticos de trealosa controlan la arquitectura de la inflorescencia en maíz (Satoh-
Nagasawa et al. 2006).  
 
Müller et al (1992) comprobó inicialmente que la trealasa presente en plantas es capaz de 
metabolizar trealosa de distintas fuentes tanto exógenas como endógenas. Precisamente este 
aspecto ha sido de relevancia en el posible papel de la trealasa en la interacción con 
microorganismos simbióticos y patógenos de plantas productores de trealosa, que pueden 
explotar sus efectos sobre la regulación de azucares en plantas. En este aspecto la enzima 
trealasa distribuída ampliamente entre plantas superiores y encontrada en varios tejidos, puede 
proveer protección contra posibles efectos detrimentales de la trealosa durante las 
interacciones planta–microorganismo (Müller et al. 1995, Aeschbacher et al. 1999) con mayor 
importancia en raíz (Broodman et al. 2002) 
 
Cuando se realizaron las primeras investigaciones realizadas para la modificación de 
biosíntesis de trealosa en plantas mediante la integración de genes biosintéticos se obtuvieron 
cantidades limitadas de trealosa (Hölmstrom et al. 1996, Pilon-Smits et al. 1998, Romero et al. 
1997). Posteriormente se pudo comprobar que el bajo nivel de acumulación de trealosa se 
debía a la actividad hirdrólítica de trealasa en plantas transgénicas de Solanum tuberosum 
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(Goddijn et al. 1997). La inhibición específica de la trealasa con Validamicina A resultó en 
una mayor acumulación de trealosa en plantas transgénicas y también en plantas no 
transformadas de papa y tabaco, lo que indica el papel de trealasa en el mantenimiento de 
bajos niveles de trealosa y a su vez corroboró la capacidad dispersa de las plantas de 
sintetizarla naturalmente, bajo estricta actividad hidrolítica de la trealasa (Goddijn et al 1997). 
 
5.11.3 Efecto de Activadores e Inhibidores 
 
Respecto a la los posibles inductores de la actividad trealasa, se ha observado en primera 
instancia que la trealosa no es un inductor importante de su actividad puesto que plantas 
creciendo por un largo periodo en trealosa no mostraron un incremento importante en nivel de 
actividad trealasa (Müller et al. 1995). Adicionalmente durante el proceso de infección de 
Arabidopsis por patógenos productores de trealosa, la actividad trealasa fue inducida anterior 
a la acumulación de trealosa, descartando que la trealasa sea inducida por el sustrato 
(Broodmann et al. 2002). 
 
Iones Metálicos. Evaluaciones de actividad de trealasa aislada de nódulos de raíz de 
Phaseolus vulgaris muestra el papel de los iones metálicos en la actividad de esta enzima. Los 
iones Na+ y Mn2+ contribuyen al incrementar su actividad moderadamente, contrario a los 
iones Na+y Mg2+ que fueron fuertes inductores. En contraparte EDTA y Fe3+ se destacan 
como inhibidores potentes (Müller et al. 1992, Tejera et al. 2005). 
 
Reguladores de crecimiento. Las auxinas pueden presentarse como reguladores de la 
actividad trealasa. En raíces tratadas con la auxina natural Acido Indolacético (AIA) y la 
auxina sintética 2,4-D, la actividad trealasa incrementa rápidamente; adicionalmente fueron 
observados efectos antagonistas por acción de ABA mostrando con ello una comportamiento 
típico de los reguladores de crecimiento (Müller et al. 1994). 
 
Ambiente celular. El análisis de la trealasa en Arabidopsis revela una expresión 
transcripcional tejido específica, por lo que en tejidos vegetativos donde es menor la actividad 
trealasa es posible que exista una regulación post-transcripcional no conocida aún (Frison et al. 
2007). La actividad trealasa y transcritos se ha visto que son regulados positivamente en 
tejidos vegetales por estrés biótico en la interacción con microorganismos y patógenos 
(Aesbacher et al. 1999, Brodmann et al. 2002), así como estrés abiótico por baja 
disponibilidad de oxígeno (Liu et al. 2005) y sequía en Arabidopsis (Rolland et al. 2006). 
 
Validamicina A. Es un potente inhibidor de la trealasa en plantas (Kendall et al. 1990; 
Müller et al. 1992) y ha sido ampliamente utilizado en el estudio de las posibles funciones de 
trealasa y en mayor medida en el estudio de metabolitos intermedios del metabolismo de 
trealosa (T6P) (Schluepmann et al. 2009). La inhibición de la trealasa por la acción de la 
Validamicina A (valA) tiene efectos discretos en el metabolismo de las plantas. Arabidopsis 
tratada con valA no refleja efectos observables en la morfología y desarrollo de la planta 
(Müller et al. 1995, 2001) o en la expresión de enzimas metabólicas importantes (Wingler et 
al. 2000).  
 
La valA es un metabolito secundario de Streptomyces hygroscopicus con actividad 
antifúngica contra patógenos de plantas (Iwasa et al. 1971). Este compuesto ha sido utilizado 
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como control de patógenos como Pellicularia sasakii y Rhizoctonia solani; ocasionando 
anormalidades en el crecimiento del hongo y por ende disminuyendo su virulencia (Iwasa et 
al 1971). ValA muestra una alta especificidad como inhibidor de trealasas fúngicas, puesto 
que no inhibe significativamente otras glicohidrolasas, además de la trealasa (Asano et al. 
1987) aunque parece reprimir la inducción de varias hidrolasas. La valA y compuestos 
relacionados son también potentes inhibidores de trealasas presentes en insectos y tienen un 
potencial insecticida (Asano et al. 1987); cuando se le administra a Bombyx mori, ocasiona un 
fuerte incremento en el nivel de trealosa, seguido por la muerte de la larva (Kono et al. 1993). 
 
 
5.11.4 Implicaciones en el Metabolismo de Carbohidratos 
 
La expresión de trealasa en plantas transgénicas de Arabidopsis efectivamente mantienen 
bajo el contenido de trealosa y no afecta el contenido de T6P (Schluepmann et al. 2003). En 
Arabidopsis, la trealosa induce cambios en las enzimas de la ruta biosintética de almidón, 
pero la inhibición de trealasa a través de la adición de valA con la consecuente acumulación 
de trealosa, no tiene efecto sobre estas enzimas (Wingler et al. 2000). En Arabidopsis ensayos 
de inhibición con valA, provocan acumulación de trealosa, no existen cambios significativos 
en el contenido de glucosa, fructosa y rafinosa en todos los órganos analizados; sin embargo 
si conduce a una alteración en el contenido de carbohidratos no estructurales dado que se 
observa que almidón y sacarosa disminuyen en flor, hoja y tallo significativamente (Müller et 
al. 2001) confirmando lo encontrado en Glycine max y Vigna unguiculata (Müller et al. 1995). 
 
Por los efectos observados respecto a alteración del contenido de carbohidratos solubles y 
almidón, Müller et al. (2001) proponen a la trealasa como censor de azúcares y regulador de 
la localización de carbón; a través, por ejemplo de la interacción con sacarosa u otro azúcar 
que finalmente provoque cambios en la percepción del contenido de azúcares por proteínas de 
membrana. 
 
 
5.11.5 Actividad enzimática bajo estrés abiótico 
 
Como se ha discutido antes, los niveles de trealosa son fuertemente inducidos en varias 
células cuando se encuentran expuestas a una variedad de estrés ambiental; entonces en 
algunos casos la trealasa puede jugar un papel en la remoción de trealosa y regresar a la célula 
al estado de homeostasis una vez que el estrés ha terminado. Sin embargo es posible que la 
trealosa tenga un papel más activo en condiciones de estrés. 
 
Mediante análisis de actividad específica en el trigo Triticum sp sometido a sequía se 
infiere que la trealasa puede ser específicamente regulada bajo estrés abiótico (El-Bashiti et al. 
2005). Variedades sensibles a salinidad y sequía presentan altos niveles de actividad trealasa 
tanto en condiciones de riego y estrés. Sin embargo es interesante la observación que, en 
variedades resistentes a sequía y salinidad, existe un 50% de disminución en actividad trealasa 
de raíz. Lo anterior puede indicar un papel específico de la trealasa en la adquisición de 
tolerancia a estrés abiótico en Gramíneas. Ciertamente esta enzima merece más investigación 
para entender su papel en la obtención de energía y el metabolismo de carbón y en el 
entendimiento de varios papeles de su sustrato la trealosa. 
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METODOLOGIA 
 
 
 
6.1 Material Vegetal 
 
6.1.1 Arroz (Oryza sativa L subspespecie Indica) 
 
Los experimentos fueron realizados en dos variedades mexicanas de arroz de la 
subespecie Indica, una variedad sensible a sequía Morelos A98 y una con tolerancia a sequía 
Temporalero A95. Las semillas fueron proporcionadas por el Instituto Nacional de 
Investigaciones Forestales, Agrícolas y Pecuarias (INIFAP) Unidad Zacatepec a través de la 
Ing. Leticia Távitas Fuentes. 
 
Morelos A98: Se obtuvo del cruzamiento triple entre los progenitores IR62/LP4-
861/LP34-86, y en cinco ciclos de selección se formó la línea uniforme CAEZ 202-111-87, 
liberándose en el Campo Experimental “Zacatepec”. Sistema de cultivo: Transplante bajo 
Riego; potencial de rendimiento de 10 ton/ha. 
 
Temporalero A95: Proviene de una cruza simple entre BG90-2/IR 2863-38-1 realizada 
en el Instituto Internacional de Investigaciones Arroceras (IRRI) de Filipinas, la cual se liberó 
en el Campo Experimenta de Edzná, Campeche. Resistente a deficiencia de humedad; sistema 
de cultivo: Temporal y Temporal con Riego de Auxilio; potencial de rendimiento de 4.6 
ton/ha temporal y 6.3 ton/ha temporal con riegos de auxilio. Las plantas presentan excelente 
vigor lo que les permite competir contra las malezas. 
 
 
6.1.2 Tabaco (Nicotiana tabacum L) 
 
- Semillas de Tabaco variedad Xanthi. Proporcionadas en el Laboratorio de 
Transformación Genética de Plantas del CINVESTAV-IPN Unidad Irapuato. 
- Semillas T0 portadoras del plásmido 35S: TREas ó rd29A: TREas, proporcionadas por 
el Departamento de Microbiología de la FCB-UANL. 
 
 
6.2 Ácidos Nucleicos 
 
6.2.1 Vectores de expresión de RNA antisentido de trealasa 
 
El vector de expresión de RNA antisentido consta de una secuencia de 560 pb en versión 
antisentido (TREas) proveniente del gen de la trealasa de alfalfa. El fragmento de 560 pb 
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corresponde a la región conservada entre los genes de trealasa de soya (Glycine max), papa 
(Solanum tuberosum), Arabidopsis y alfalfa (Medicago sativa). La expresión del antisentido 
esta regulada por el promotor constitutivo 35S del Virus del Mosaico de la Coliflor (CaMV). 
La efectividad de inhibición la secuencia antisentido fue evaluada obteniendo una 
disminución de la actividad trealasa del 49% para la versión 35S: TREas y del 57% para la 
versión rd29A: TREas (rd29A: promotor de Arabidopsis inducible por estrés) en plantas 
transgénicas de tabaco (Gamez et al. 2004). La selección de tejido transformado se desarrollo 
mediante el co-bombardeo con el plásmido pWRG1515 (Christou et al. 1992), el cual 
contiene al gen reportero uidA y el gen hptII de resistencia a higromicina bajo el control del 
promotor 35S del CaMV (Fig. 8). 
 
TREasnpt II
35S:TREas
BI BD
CaMV 35S CaMV 35SNOSter NOSter
hpt uidA
pWRG-1515
CaMV 35S CaMV 35SNOS
polyA
NOS
polyA  
 
FIGURA 9. Esquema de casete de expresión de RNA antisentido y plásmido de selección. CaMV35S, 
región promotora 35S del Virus del mosaico de la coliflor; nptII, neomicina fosfotransferasa II; TREas 
fragmento antisentido de trealasa; NOS ter, terminador de nopalina sintetasa; BI, borde izquierdo; BD, borde 
derecho; hptII, higromicina fosfotransferasa; uidA, beta-glucoronidasa; NOS polyA, señal de poliadenilación de 
nopalina sintetasa. 
 
6.2.2 Preparación de DNA 
 
Se realizaron maxi-preparaciones de DNA mediante la técnica de acetato de amonio: 
se partió de un preinoculo de 2 ml para obtener un cultivo de 250 ml de la cepa de interés que 
se incubó de 12 a 16 hrs a 37°C a 200 rpm; después de este tiempo el paquete celular se 
obtuvo por centrifugación a 5000 rpm por 10 min. El paquete celular se resuspendió en 6ml 
de sol’n de resuspensión (50 mM glucosa, 25 mM Tris-Cl (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0)) 
e incubó en hielo/20 min. Posteriormente se le adicionaron 12 ml de Sol’n de lísis celular (0.2 
N NaOH, 1% SDS) y se mezcló por inversión manteniendo 5 min. Se agregaron 9 ml de 
acetato de amonio 7.5 p H 7.6, vórtex e incubó en hielo/10 min. Posteriormente la suspensión 
se centrifugó a 8000 rpm durante 15 min. El sobrenadante fue recuperado y se le agregó 0.6 
volúmenes de isopropanol frío e incubó 10 min a T° ambiente y nuevamente fue centrifugado. 
La pastilla obtenida fue resuspendida en 4 ml de acetato de amonio 2.0 M pH 7.4 e incubada 
10 min en hielo, se centrifugó a 8000 rpm por 15 m para precipitar proteínas. El sobrenadante 
fue recuperado y se agregó 4 ml de Isopropanol frío e incubó 10 min a temperatura ambiente 
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y centrifugó nuevamente a 8000 rpm por 15 m. El precipitado resultante se resuspendió en 1 
ml de agua bidestilada estéril y 5 µl de RNasaA (10 mg ml-1) e incubó a 37° C durante 20 min. 
Se agregó 1 ml de acetato de amonio 7.5 M pH 7.6, mezcló por inversión e incubó 5 min T° 
ambiente, posteriormente se centrifugó 8000 rpm por 15 min; el sobrenadante se precipitó con 
3 ml de Isopropanol frío e incubó 10 min a T° amb y fue centrifugado a 10000 rpm durante 10 
min. La pastilla resultante se lavó con 1 ml de etanol al 70% y secó a 60° C por 10 min; 
finalmente el DNA fue resuspendido en 200 µl de TE 1X estéril (10 mM Tris-Cl, 0.1 mM 
EDTA pH 7.6). 
 
6.3 Análisis de Funcionalidad de Secuencia Antisentido en Tabaco 
 
El análisis de funcionalidad de semillas transgénicas se realizó evaluando el porcentaje 
de germinación y habilidad de crecimiento en condiciones de estrés osmótico. La resistencia a 
condiciones de alta osmolaridad se evaluó en base al número de semillas germinadas y el 
número de plántulas resistentes capaces de crecer en el medio selectivo. 
 
6.3.1 Germinación de semillas transgénicas de tabaco en medios selectivos 
 
Semillas T0 de las líneas transgénicas y control se desinfectaron in vitro a través del 
siguiente tratamiento: inmersión en 500 μl de etanol al 70% durante 1 min, posteriormente en 
1 ml de solución de hipoclorito de sodio al 20% durante 20 min adicionales, posteriormente se 
realizaron 5 lavados en agua destilada estéril. Las semillas fueron inoculadas para su 
germinación en placas de petri conteniendo el medio de crecimiento correspondiente e 
incubadas a temperatura ambiente bajo un fotoperíodo de 16 hrs luz/8 hrs oscuridad. Para 
realizar los ensayos de germinación se sembraron 100 semillas por placa de petri conteniendo 
los siguientes medios: medio selectivo kn (MS suplementado con 3% de sacarosa y 150 
mgr/L de Kn); medio osmótico PEG (MS suplementado con 3% de sacarosa y 3% de PEG 
8000) y medio osmótico con sacarosa (MS suplementado con 12% de sacarosa) 
 
 
6.4 Manejo in vitro del Cultivo de Callo Embriogénico y Plántulas de Arroz 
 
6.4.1 Desinfección de semillas de arroz 
 
Las semillas desinfectadas superficialmente en etanol al 70% por 3 minutos, 
posteriormente en una solución hipoclorito de sodio al 5% durante 40 minutos con 0.2% de 
tween 20; posterior a este tratamiento se realizaron 5 a 6 lavados abundantes en agua destilada 
estéril donde fueron mantenidas hasta su siembra.  
 
6.4.2 Inducción de callo embriogénico de arroz 
 
La inducción de callo embriogénico se realizó siguiendo la metodología propuesta por 
Valdez et al. (1998). Las semillas esterilizadas se colocaron en medio de Inducción de callo 
embriogénico (MS suplementado con 3% de sacarosa, 2.5 mg L-1 2,4-D y 0.2% de gelrite) e 
incubadas en condiciones de oscuridad a 25° C durante 15 días. Para la transformación el 
callo embriogénico fue tomado directamente de la semilla y preparado para biobalística. Para 
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su propagación el callo generado fue disectado y mantenido por sub-cultivos periódicos en 
placas con medio fresco en condiciones de oscuridad. 
 
6.4.3 Cinética de crecimiento de callo embriogénico 
 
Se pesaron 100 mgr de callo embriogénico y colocaron en medio de inducción. Cada 7 
días fué pesado el callo embriogénico durante cinco semanas consecutivas sub-cultivando 
cada vez a medio fresco. Las lecturas fueron hechas por triplicado en balanza semi-analítica. 
 
6.4.4 Preparación de tejido para transformación y selección.  
 
Una vez obtenido el callo embriogénico, se disectó el callo eliminando cualquier tejido no 
embriogénico. Aproximadamente 12 hrs antes del evento de transformación los explantes de 
callo embriogénico fueron sometidos a un tratamiento osmótico con el fin de aumentar 
eficiencia de transformación, fueron sub-cultivados a medio de inducción de callo 
suplementado con 12% de sacarosa. Después de 24 hrs post-bombardeo el callo fue sub-
cultivado a medio de inducción durante 1 semana para permitir su recuperación.  
 
6.4.5 Regeneración de plántulas a partir de callo embriogénico 
 
Los callos embriogénicos fueron incubados a 28° C y bajo un fotoperíodo de 16 hrs 
luz/8 hrs oscuridad hasta la germinación de embriones. Los reguladores de crecimiento en 
solución fueron esterilizados por filtración y posteriormente añadidos al medio de cultivo 
estéril a una temperatura de 50° C. El callo sometido a regeneración fue colocado en placas de 
Petri y las plántulas obtenidas se mantuvieron en frascos de vidrio conteniendo medio MS 
suplementado con 1% de sacarosa bajo el mismo fotoperíodo. 
 
6.4.6 Enraizamiento y aclimatación de plántulas regeneradas  
 
Plántulas de aproximadamente 1 cm de longitud fueron sub-cultivadas a medio MS 
suplementado con 8% de sacarosa e incubadas a una temperatura de 28° C y un fotoperíodo 
de 16 hrs luz/8 hrs oscuridad hasta obtener raíces de aprox. 10 cms de long. Las plántulas 
obtenidas en estas condiciones se extrajeron de la placa de regeneración se lavaron en agua 
destilada estéril con el objeto de eliminar los residuos del medio de cultivo. Las plántulas 
fueron mantenidas en agua hasta ser sembradas en sustrato de mezcla estándar (tierra negra de 
monte y hoja de lama en proporción equivalente), en bolsa plástica de 10 litros de capacidad. 
La plantas de arroz fueron cultivadas en invernadero en condiciones de alta humedad (>85% 
HR) y un fotoperiódo de 16 hrs / 8 hr oscuridad. Las plantas de arroz se fertilizaron la fórmula 
15:30:15 (N, P, K) de Ferviafol® preparado a 200 ppm hasta el fin del experimento. 
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FIGURA 10. Metodología de la transformación genética por Biobalística. 
 
 
6.5 Transformación de Callo Embriogénico de Arroz por Biobalística 
 
La transformación de arroz se realizó por el método de biobalística con el sistema de 
bombardeo de DuPont Helium PDS-1000/He y la metodología propuesta por Valdez y cols. 
(1998) en arroz.  
 
6.5.1 Preparación de micropartículas 
 
La técnica de preparación de micropartículas que a continuación se describe es de 
acuerdo a Tomes et al. (1995) y modificado por Cabrera et al. (1997). Fueron pesadas 60 mgr 
de micropartículas de oro o tungsteno de 1µ de diámetro y colocadas en un tubo de vidrio de 
20 ml. Se agregaron 2 ml de ácido nítrico 0.1 M y se sonicó a 4° C durante 20 min. Se 
centrifugó a 12000 rpm por 2 min y eliminó el ácido nítrico, posteriormente se agregó 1 ml de 
etanol absoluto y sonicó brevemente. Nuevamente se centrifugó a 10000 rpm por 30 seg, se 
eliminó el sobrenadante y la pastilla se resuspendió en 1ml de agua desionizada por 
sonicación breve. Se realizaron alicuotas de 250 µl y agregó adicionalmente 750 µl de agua 
desionizada y almacenadas a -20° C, obteniendo una concentración final de 15 µg/ µl. 
 
6.5.2 Preparación de micropartículas/DNA para bombardeo 
 
En tubo de microcentrífuga se agregó 50µl de micropartículas de oro o tungsteno (15 
mg/ml) previamente resuspendidas por sonicación, se adicionó sin mezclar 1 µg de DNA, 50 
µl de CaCl 2.5 M y 20 µl de espermidina base libre 0.1 M. La mezcla fue sonicada 
brevemente y centrifugada durante 20 segundos; posteriormente fue eliminado el 
sobrenadante y se agregó 400 µl de etanol absoluto para realizar lavado, se resuspendió la 
mezcla por sonicación y centrifugó nuevamente. Una vez eliminado el sobrenadante la pastilla 
obtenida fue resuspendida por sonicación en 75 µl de etanol absoluto. Para el bombardeo, se 
colocaron 10 µl de la mezcla de partículas/DNA en la membrana acarreadora, utilizándose 
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finalmente 125 µg de micropartículas asociadas con 1.6 µg de DNA por disparo. Una vez 
evaporado la suspención, se encontró listo para la realización del disparo.  
 
6.5.3 Condiciones de bombardeo 
 
Se utilizaron micropartículas de oro o tungsteno de manera indistinta preparadas como 
anteriormente se mencionó; una presión de 800 PSI, vacío de 20-22 pulgadas de Hg, una 
distancia de 10 cms. entre membrana y tejido blanco. La preparación y ensamblaje de 
membranas y piezas de la cámara, así como bombardeo se realizo siguiendo las 
recomendaciones del sistema de biobalística DuPont. 
 
6.5.4. Selección de material transformado  
 
La selección de callo transformado se realizó en el medio de inducción suplementado con 
80 mg L-1 de higromicina incubado en condiciones de oscuridad. Con subcultivos periódicos 
en el mismo medio hasta obtener callo creciendo activamente o apariencia vigorosa. 
 
 
6.6 Caracterización de las Plantas Transgénicas  
 
El material transformado resultante del proceso de selección en higromicina, fue analizado 
en primera instancia bioquímicamente a través de la actividad β-glucuronidasa del gen 
reportero en etapa de callo y posteriormente una vez generadas plántulas, éstas fueron 
analizadas por PCR.  
 
6.6.1 Análisis de actividad β-glucuronidasa  
 
El nivel de actividad del gen reportero se analizó en tejido con 3 días post-bombardeo y 
posteriormente en tejido ya seleccionado en higromicina para determinar la actividad 
proveniente de la expresión estable. Inicialmente se colocaron 500 µl una solución de X-
GLUC en pozos de placa de ELISA, posteriormente se colocaron fragmentos de callo 
bombardeado y/o transformado e incubaron en la oscuridad a temperatura ambiente durante 
12 hrs. Durante el tiempo de incubación y al final del mismo se realizaron observaciones a 
microcopio estereoscópico del nivel de actividad del gen reportero β-glucuronidasa observado 
por aparición de zonas localizadas de coloración azul. Posterior a la observación de la 
actividad, se eliminó el reactivo de los pozos, se lavó con etanol al 70% y almacenados en 
glicerol al 50%. 
 
6.6.2 Análisis de transgén por PCR 
 
Para la determinación de la presencia de los vectores de expresión transformados, se 
realizó una prueba de PCR específico para amplificar la secuencia de antisentido de trealasa y 
con ello determinar la presencia del transgén. 
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6.6.2.1 Extracción de DNA 
La extracción de DNA se realizó a partir aproximadamente 50 mg de material 
liofilizado. Las muestras fueron calentadas a 95°C por 10 minutos en 300 μl de buffer TE 1X, 
posteriormente se le agregó 400 μl de buffer de lísis (2.5% CTAB, 1% NP40, 0.2% β-
mercaptoetanol, 1.5 M NaCl, 25 mM EDTA, 100 mM Tris-HCl pH 8) se incubó a 50° C 
durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugaron a 14 000 rpm por 10 minutos; se 
recuperó el sobrenadante y se realizó un lavado con 1 volumen de fenol: SEVAG (24 
cloroformo: 1 alcohol isoamílico) centrifugando nuevamente a 14000 rpm por 5 minutos. El 
sobrenadante fue recuperado y precipitado con 2 volúmenes de alcohol al 95° a 4°C por 2 
horas; se centrifugó a 14000 rpm por 10 minutos. La pastilla fue lavada en 1 ml de etanol al 
70% y secada finalmente a temperatura ambiente. El DNA fue reconstituido en 100 μl de TE 
1X y analizado en gel de agarosa al 0.8%. 
 
6.6.2.2 Prueba de PCR 
Una vez extraído el DNA total de las muestras de arroz, se procedió a realizar la 
prueba de PCR para el fragmento antisentido de trealasa. La reacción de PCR se realizó en un 
volumen de 50 μl utilizando 3 μl de DNA de arroz, 2 μl de cada oligonucleótido, 5 μl de 
buffer de reacción, 1 unidad de Taq polimerasa y aforado a 50 μl con H2O mili-Q. Los 
oigonucleótidos utilizados fueron los siguientes: TRE 1: TATTACTGGGA TTCTT y TRE 
2:TTGATTTAAATGCATTTCTACCCGGG. El programa utilizado se diseñó de la siguiente 
manera: paso 1: 94°C – 5 minutos, paso 2: 94°C -1 minuto, paso 3: 53°C - 2 minutos, paso 4: 
72°C - 1 minuto, paso 5: 35 ciclos del paso 2 al 4, paso 6: 72°C - 5 minutos. 
 
6.7 Análisis de Actividad Trealasa 
 
Para determinar si la inhibición por antisentido del gen de la trealasa fue obtenida, se 
detectaran los niveles de actividad de la enzima en las plantas transgénicas creciendo en 
condiciones in vitro. Las plántulas creciendo en medio MS suplementado con 1% de sacarosa 
durante 15 días, posteriormente las plantas fueron colectadas y lavados en agua destilada; 
fraccionados en diferentes regiones en raíz, hoja y tallo. Se realizaron por triplicado las 
extracciones por planta analizada, a excepción de la raíz ya que fueron homogenizadas raíces 
de tres plantas en una misma extracción.  
 
6.7.1 Preparación de Extracto Crudo de Proteínas 
 
El extracto enzimático crudo se obtuvo mediante la maceración de tejido fresco en 
mortero en presencia de nitrógeno líquido con buffer de extracción MES (ácido 2-[N-
Morpholino] etano sulfónico) 0.1 M pH 7 frío (5 ml). Posteriormente el extracto se centrifugó 
a 5000 rpm / 10 min a 4°C para obtener las proteínas extraídas en suspensión, al sobrenadante 
se le agregó 1 volumen de sulfato de amonio al 60% se incubó 30 min en hielo. Enseguida se 
centrifugó a 15000 rpm / 30 min; la pastilla se resuspendió en 600 μl de buffer MES 0.1M pH 
6.0 almacenando el extracto a 4°C.  
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6.7.2 Cuantificación de proteínas 
 
Para la determinación de la cantidad de proteína presente en el extracto enzimático crudo 
se utilizó el reactivo Protein Assay de Bio-Rad el cual se basa en el método de Bradford. Se 
realizaron diluciones de proteínas 1:10 en buffer MES 0.1 M pH 6.0 las cuales se incubaron 
con un volumen del reactivo arriba señalado, después de incubarlo con 5 min se realizaron las 
mediciones a 595 nm en placas de lector de ELISA (TECAN GENios) capturado con el 
programa XFLUOR4 Version V 4.5. La comparación con una curva de calibración con 
albúmina de suero bovino (BSA) permitió obtener los datos de concentración relativa de 
proteína presente en el extracto. 
 
6.7.3 Reacción enzimática  
 
Se tomaron 270 μl del extracto enzimático los cuales se incubaron 1hr a 37°C con 30μl de 
una solución 100 mM de trealosa pura (SIGMA). Transcurrido el tiempo de incubación se 
detuvo la reacción a 100°C /10min.  
 
6.7.4 Cuantificación de Glucosa 
 
Se procedió a realizar la lectura de glucosa liberada mediante el método enzimático-
colorimétrico GOD-POD. Se tomaron 100 μl de la reacción de digestión e incubaron con 200 
μl de una solución GOD-POD (SIGMA) preparada según las especificaciones del fabricante. 
La lectura de las muestras se realizó en un lector de placas de ELISA (TECAN GENios) a una 
absorbancia de 415 nm y capturado con el programa XFLUOR4 Versión V 4.5.  
Para eliminar el error producido por la glucosa presente en el extracto, se cuantificó de 
igual manera y estos valores fueron restados a los obtenidos del ensayo de la actividad 
enzimática en presencia de trealosa. Los valores obtenidos de este ensayo muestran La 
actividad trealasa fue expresada como microgramos de glucosa liberada por miligramo de 
proteína por hora.  
 
 
6.8 Análisis de Tolerancia a Estrés Abiótico 
 
Para determinar los niveles de tolerancia a estrés abiótico conferidos mediante la 
inhibición por antisentido de la enzima trealasa, se realizaron ensayos en invernadero. A un 
grupo de 3 plantas de cada línea transgénica de 50-60 días de crecimiento, fue suspendida la 
administración de agua y colocadas en ambiente de menor humedad relativa (25-50 % HR.) 
en invernadero; el grupo control fue mantenido en condiciones de alta disponibilidad de agua 
y alta humedad relativa (> 85% HR.). 
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FIGURA 11. Gráfica de la pérdida de agua de suelo en plantas de arroz bajo tratamiento de sequía 
 
 
6.8.1 Determinación del porcentaje de capacidad de campo (% CC) 
 
Las plantas sometidas al tratamiento de estrés hídrico por la suspensión de riego fueron 
periódicamente analizadas para determinar la cinética de pérdida de agua de suelo. Para 
determinar el 100% de capacidad de campo de la mezcla utilizada, se regó a saturación una 
muestra de suelo, después de 24 hrs, se tomó la lectura del peso y posteriormente se secó en 
un horno a 60ºC por 48 hrs y se determinó su peso seco; Por diferencia de pesos se calculó la 
cantidad de agua presente en este suelo a CC. Para las muestras de suelo problema, la 
cantidad de agua presente se expresó en % de CC en base al valor de referencia según la 
relación:  
% CC = (gr H20 presente en suelo problema) (100 % CC) /  
gr H20 presente en suelo a CRC. 
 
De esta forma las macetas conteniendo las plantas sometidas a estrés hídrico fueron 
periódicamente pesadas para determinar el % de CC y determinar el momento de procesarlas. 
 
6.8.2 Determinación del contenido relativo de agua (CRA) 
 
Con un sacabocado de un diámetro de 0.5 cms., se tomaron tres muestras de hoja, las 
cuales fueron conservadas en hielo en tubos de microcentrífuga hasta su procesamiento. 
Primeramente se leyó el peso fresco (PF) de las porciones de hoja, se le agregó agua destilada 
e incubaron durante 12 hrs. Luego se determinó el peso túrgido (PT) eliminando el exceso de 
agua en papel secante; después de ser colocados en horno a 60ºC durante 24 horas se 
determinó el peso seco (PS). Con estos datos se calculó el contenido relativo de agua (CRA) 
según la fórmula:              
                                           CRA= (PF – PS) / (PT – PS) 
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6.8.3 Determinación de actividad fotosintética 
 
La lectura de fotosíntesis se realizó utilizando el sistema cerrado de medición portátil 
(Portadle Photosynthesis System LI-COR, Inc. Modelo L1-6200), las lecturas se realizaron en 
cámaras de 200 cc. siguiendo las especificaciones del fabricante. Anterior a la lectura de 
fotosíntesis las plantas mantenidas en condiciones de invernadero fueron aclimatadas por 20 
minutos a una intensidad de luz de 1000 µmol m2 s-1 proporcionada por una lámpara de 1000 
w filtrados a través de una capa de agua de 5 cm contenida en una caja plexigas. Las lecturas 
de realizaron en hojas maduras fotosintéticamente activas o aquellas que reflejaran el fenotipo 
general de la planta. 
 
6.9 Análisis del Contenido de Carbohidratos de Raíz 
 
El análisis de carbohidratos se realizó mediante Cromatografía de Gases (HP 6850) de 
raíces de plantas de arroz liofilizado proveniente del ensayo de tolerancia a estrés hídrico 
realizado en condiciones de invernadero.  
 
6.9.1 Colecta y almacenamiento de material vegetal 
 
El material colectado en invernadero congelado en nitrógeno líquido y almacenado a -
20°C; separando el área foliar de las raíces. Posteriormente este material fue liofilizado a una 
temperatura de - 40°C con una presión de vacío de 0.005 mm Hg durante 48 horas. Las raíces 
liofilizadas se limpiaron de restos de suelo y fueron molidas hasta obtener un polvo de grano 
medio a fino, este material se almacenó a temperatura ambiente. 
 
6.9.2 Extracción de carbohidratos 
 
Se tomaron 100 mgr del polvo de raíz molida para la extracción en 10 ml de Etanol al 
80 % macerando en mortero. La mezcla fue colocada en tubo de ensaye de 50 ml e incubados 
a 90°C/30 min, dejando enfriar a temperatura ambiente. Posteriormente se centrifugaron la 
mezcla a 15000 rpm/15 min para precipitar el material insoluble conteniendo almidón; el 
sobrenadante se colectó en un tubo nuevo repitiendo la extracción a la pastilla resultante dos 
veces más. Los 30 ml resultantes fueron concentrados a 1 ml en un evaporador rotatorio 
(Labotec) a 60°C, transferido a un tubo eppendorf y almacenados a 4°C, para ser analizado el 
contenido de trealosa y otros azúcares por GC-MS. El material proveniente de la fracción 
insoluble fue secado en horno a 65°C obteniendo una pastilla conteniendo almidón. 
 
6.9.3 Análisis y cuantificación de carbohidratos solubles 
 
Para el análisis del contenido de trealosa por GC-MS se realizó previamente el proceso 
de derivatización de azúcares de la fracción soluble. La derivatización consiste en una 
modificación química de extremos reductores y no reductores por la adición de grupos acetilo 
y amino. 
6.9.3.1 Derivatización.  
Se tomaron 100 μl del extracto de carbohidratos, 25 μg de perseitol como estándar 
interno fueron evaporados a 60°C en un rectivial, lavados y evaporados 3 veces con 1 ml de 
diclorometano a 60° C. A los extractos secos fueron añadidos 1.5 ml de piridoxina 
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conteniendo 26.5 mg de cloruro de hidroxilamina. Los viales se cerraron y sonicaron durante 
30 min. e incubados a 85°C durante una hora, posteriormente las reacciones fueron enfriadas 
a temperatura ambiente e incubados nuevamente a 85° C por 30 min. después de añadirle 500 
μl de piridina y 1 ml. de ácido anhidroacético. La reacción fue vaciada en tubos de ensayo y 
lavado con 3 ml. de cloroformo, se agregó 5 ml de H2O desionizada mezclado en vórtex y 
reposado para permitir la separación de las fases, posteriormente la fase superior acuosa se 
retiró con micropipeta y se desechó en contenedor específico. De esta forma se realizaron 
lavados con agua desionizada de 6 a 8 veces según la pureza obtenida de la fase acuosa. La 
fase de cloroformo se vació a una columna de sulfato de sodio anhidro la cual fue lavada con 
2 ml adicionales de cloroformo; la muestra fue colectada en envases de vidrio de 1 ml, 
evaporadas en un plancha a 70° C y resuspendidas finamente en 100 μl de cloroformo grado 
espectrofotometría y almacenados a temperatura ambiente. 
 
6.9.3.2 Identificación por GC-MS 
La identificación de los azúcares derivatizados se realizaron a través de un 
Cromatógrafo de Gases (HP 6850) equipado con un Detector de Masas (HP 5973) y una 
columna HP-5MS (Hewlett-Packard) utilizando Helio como gas acarreador. Las condiciones 
de operación fueron las siguientes: Inyector y Detector 300° C, temperatura de horno 150° C 
por 3 min, elevación de 6° C min-1 hasta 270° C y mantenido por 15 minutos, y finalmente 
elevación a 300° C por 3 min. Los datos de Cromatograma obtenidos fueron analizados con el 
programa GC/MSD ChemStation Software (Agilent Technologies). 
 
6.9.4 Análisis del Contenido de Almidón 
 
El análisis de almidón de se realizó mediante la digestión con α-amilasa según la 
metodología propuesta por Smith y Zeeman (2006) y el contenido de glucosa resultante 
mediante la técnica enzimática colorimétrica con conjugado GOD-POD. 
 
6.9.4.1. Digestión de almidón 
Una fracción de la muestra conteniendo almidón fue pesado y homogenizado con ayuda 
de un pistilo en 500 μl de agua en tubos eppendorf de 1.5 ml, y posteriormente calentados a 
100°C durante 10 minutos. Una vez frío se le añadió 500 μl de acetato de sodio 200 mM pH 
5.5 como buffer de reacción y 0.5 U de α-amilasa, la reacción fue incubada por espacio de 4 
hrs a 37°C. Para su análisis, las muestras se centrifugaron a 14 000 rpm por 5 minutos a 
temperatura ambiente. La cuantificación enzimática de la glucosa liberada se realizó como ya 
especifico anteriormente  
 
6.10. Análisis Estadístico 
 
El análisis estadístico de los datos se realizó con el programa SPSS versión17.0 Statistics. 
Utilizando como modelo estadístico el análisis de varianza (ANOVA), considerando el nivel 
de significancia de 0.05. Los resultados mostrados se analizaron a partir de 3 plantas para 
cada planta control y líneas transgénicas. 
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RESULTADOS 
 
 
7.1 Análisis de la funcionalidad de secuencia Antisentido en Tabaco 
 
La evaluación de la funcionalidad de secuencia antisentido dirigida a inhibir la expresión 
del gen de la trealasa, se realizó evaluando la germinación y viabilidad in vitro de semillas T0 
de tabaco en condiciones de alta concentración de azúcares (12% de sacarosa) y estrés 
osmótico (simulado con 3% de PEG 8,000). Las plántulas viables se contabilizaron 25 días 
posteriores a la siembra y los resultados muestran la viabilidad de líneas representativas, 
como control se germinaron en medio MS. En medio MS suplementado con 12% de sacarosa 
el porcentaje de plántulas viables constituyó el 65% del total de semillas sembradas para la 
línea 35S: TREas; en la línea rd29: TREas se obtuvo el 97% de plántulas viables. En medio 
MS suplementado con 3% de PEG se alcanzaron porcentajes de viabilidad similares para 
ambas líneas (alrededor del 91 %) (Figura 12). Un reducido porcentaje de semillas no 
transformadas (w.t) lograron germinar, sin embargo no fueron capaces de sobrevivir, 
presentando clorosis en las hojas, vitrificación y finalmente cese del crecimiento, sin presentar 
desarrollo de hojas primarias ni raíz en ambas condiciones selectivas. 
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FIGURA 12. Análisis de Funcionalidad de secuencia antisentido en Tabaco. Porcentajes 
de sobrevivencia de plántulas de tabaco silvestres (w.t.) y líneas transgénicas, 25 días 
posterior a ser germinadas in vitro en medio control y osmóticos. 
 
 
El fenotipo de las plántulas transgénicas germinando en los medios osmóticos varió 
significativamente de las semillas w.t (Figura 13). Plántulas transgénicas creciendo en medio 
suplementado con 12 % sacarosa fueron capaces de desarrollar raíz y hojas primarias en 
contraparte de las plántulas w.t. cuyas plántulas cesaron el crecimiento inmediatamente 
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después de germinar. Es importante recalcar la diferencia fenotípica entre plántulas 35S: 
TREas y rd29: TREas, plántulas de la línea rd29: TREas desarrollaron un sistema radical más 
extenso y las hojas presentaron mayor área foliar; este fenotipo a su vez concordó con el 
mayor índice de plántulas resistentes. En medio suplementado con 3% de PEG no se 
observaron diferencias visibles entre ambas líneas, sin embargo el sistema radicular de la 
línea rd29: TREas mostraron un desarrollo abundante de raíz con numerosas raíces 
secundarias.  
 
 
 
FIGURA 13. Fenotipos resistentes de plántulas de tabaco germinadas in vitro en 
medios osmóticos. Las imágenes corresponden a plántulas representativa de semillas no 
transformadas (w.t.) así como líneas 35S: TREas y rd29: TREas. 
 
 
7.2. Manejo in vitro de Tejido Embriogénico y Plántulas de Arroz 
 
7.2.1 Inducción de callo embriogénico y transformación 
 
El proceso de generación de callo embriogénico comenzó con la germinación de 
embriones maduros y a partir de este tejido se generó el callo embriogénico en medio MS 
suplementado con 2.5 mg L-1de 2,4-D. El porcentaje de germinación e inducción de tejido 
embriogénico a partir de la región del escutelo fue del 100% para ambos genotipos. El aspecto 
del callo embriogénico obtenido inicialmente se observó como una estructura globular 
amarillenta de consistencia firme, compuesta principalmente de embriones en etapa globular 
(Fig. 14 a y b). El aspecto general del callo inducido fue muy similar para ambos genotipos, 
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sólo diferenciándose por el tamaño de la estructura generada y la taza de división. Posterior a 
un periodo de inducción de 15 días, el callo fue disectado de la semilla y colocado en medio 
osmótico para su transformación por biobalística (Fig. 14-c). En un experimento 
independiente y con el fin de determinar la taza de división, se realizó una cinética de 
crecimiento, donde se observó que existe una mayor taza de división en el genotipo Morelos 
A98 cuando se compara con el genotipo Temporalero A95 (ver Fig. 14 d).  
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FIGURA 14. Cultivo de callo embriogénico de arroz. a) Generación de callo 
embriogénico a partir semilla después de 15 días de incubación; b) Aspecto general del 
callo embriogénico obtenido, obsérvese los embriones de apariencia globular; c) 
Embriones disectados y preparados para el bombardeo; d) Cinética de crecimiento del 
cultivo embriogénico. 
 
 
La introducción del plásmido pBI: TREas conteniendo la secuencia antisentido bajo el 
promotor 35S CaMV (35S: TREas) en tejido embriogénico, se realizó por co-bombardeo del 
plásmido pWRG-1515 conteniendo el gen de selección para la resistencia a Higromicina en 
relación de 1:5 (pWRG-1515: pBI: TREas), utilizando para ello micropartículas de oro y 
tungsteno (Figura 15). El proceso de selección se realizó en medio de inducción suplementado 
con higromicina realizando sub-cultivos periódicos cada cuatro semanas a medio selectivo 
nuevo. Las líneas de callo embriogénico transformado, se seleccionaron disectando el tejido 
creciendo de manera activa del resto, proceso durante el cual se observaron marcadas 
diferencias entre los genotipos (Figura 16). La selección de tejido transformado en el genotipo 
Morelos A98 fue fácilmente distinguible por su consistencia y crecimiento activo claramente 
diferenciado de tejido sensible a higromicina (Figura 16 b). El proceso de selección en 
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Temporalero A95 fue caracterizado por la aparición de pequeñas zonas de tejido 
embriogénico de aspecto vigoroso pero de lento crecimiento paulatinamente diferenciándose 
del resto de tejido no transformado (Figura 16 c). 
 
 
a
b
c  
 
FIGURA 15. Sistema de transformación por biobalística. a) Pistola PSD-1000 de Du-Pont. b) 
Preparación de membranas acarreadoras y membranas de ruptura. c) Componentes del sistema de 
transformación posterior del bombardeo.  
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FIGURA 16. Proceso de selección de tejido transformado. a) Aspecto de 
cultivo de callo embriogénico en selección en medio MIC-hyg con la 
aparición de clonas resistentes; b) Aparición de clona en la variedad 
Morelos A98; c) Aparición de clonas discretas en callo de la variedad 
Temporalero A95. 
 
 
Análisis detallado del proceso de transformación en base al número de callos 
bombardeados y la cantidad de líneas obtenidas en medio selectivo para cada genotipo, 
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mostró que en el genotipo Morelos A98 se obtuvo una eficiencia de transformación del 6%, 
en tanto que el genotipo Temporalero A95 mostró una eficiencia del 10% (Tabla 3). 
Asimismo se observó que la mayor cantidad de líneas y por lo tanto mayor eficiencia de 
transformación se obtuvo cuando el tejido se bombardeó con micropartículas de oro (1 μm) 
dado que se obtuvieron aproximadamente el 80% de las líneas utilizando este material 
independientemente del genotipo. 
 
 
Tabla 3. Evaluación del proceso de transformación genética mediante biobalística en arroz. 
 
Genotipo Callos 
Bombardeados
Clonas Resistentes 
Au            M10 
 
Clonas por Placa
Eficiencia de 
Transformación 
Morelos A98 525       26               3 0.89 6 % 
Temporalero A95 420       33               7 1.90 10 % 
 
 
7.2.2 Análisis de actividad β-glucoronidasa 
 
La evaluación de la actividad del gen reportero de β-glucoronidasa se realizó 3 días 
posteriores al evento de transformación, seleccionando al azar fragmentos de tejido 
bombardeado. Entre los genotipos se observó distinto nivel de actividad del gen β-
glucoronidasa; en Morelos A98 la expresión transitoria fue alta localizando de 75 a 71 focos 
por callo en tanto para el genotipo Temporalero A95 fueron significativamente menor el 
numero de focos de actividad (~20 focos por callo) (Tabla 4). El monitoreo de la expresión 60 
días posterior al evento de transformación mostró un comportamiento similar entre los 
genotipos en un rango del 25 al 30% de expresión en tejido de nuevo crecimiento (en proceso 
de selección o finalizado) en medio selectivo. Sin embargo al analizar la actividad β-
glucoronidasa al final del proceso de selección (alrededor de los 90 días post-bombardeo); las 
líneas derivadas de Morelos A98 perdieron la actividad en tanto que la Temporalero A95 
conservó la actividad con la tinción de callo completo en esta etapa (ver Tabla 4 y Figura 17).  
 
 
Tabla 4. Análisis del comportamiento de la actividad del gen reportero uidA (β-
Glucoronidasa). 
 
 
Genotipo 
3 días Post-bombardeo
# focos /callo 
60 días  
post-bombardeo (1) 
90 días post-
bombardeo (2) 
Morelos A98 27 ± 10 25 % - 
Temporalero A95 17 ± 7 30 % + 
(1) Porcentaje de callos con expresión de β-glucoronidasa 
(2) Actividad β-glucoronidasa en clonas obtenidas durante el proceso de selección 
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FIGURA 17. Actividad in vivo del gen reportero uidA (β-glucoronidasa) en 
callo embriogénico de arroz. a) Expresión transitoria: tinción en puntos 
localizados post-bombardeo; b) Expresión estable observada con la tinción de callo 
completo. 
 
 
7.2.3 Regeneración de plántulas de arroz 
 
Cultivos embriogénicos resistentes a Higromicina resultante del proceso de selección 
fueron propagados con el fin de obtener tejido suficiente para la etapa de regeneración. El 
medio de regeneración (MS suplementado con 3% sacarosa, 2 mg L-1 BAP y 0.5 mg L-1 
ANA) reportado para el genotipo Morelos A92 (Martínez et al. 2003) no indujo regeneración 
en callos de ningún genotipo después de 30 días con un foto período de 16 hrs. luz/ 8 
oscuridad. Callo embriogénico expuesto a estas condiciones presentó un alto índice de muerte 
celular, por lo que fue necesario estandarizar nuevamente el medio de regeneración con 
reguladores de crecimiento apropiados. Los primero medios analizados consistieron de 
variaciones del medio MS básico y la fuente de carbón disponible: MS suplementado con 3% 
sacarosa, MS suplementado con 3% glucosa, 50% MS suplementado con 1.5% sacarosa y 
50% MS suplementado con 1.5% glucosa. Las respuestas que se observaron fueron desde 
tejido necrosado, formación de raíces e inducción de la maduración de embriones. En el 
medio de crecimiento consistiendo de 50% MS suplementado con 1.5% sacarosa la 
maduración de embriones de se observó en menos en el 10% del callo por lo que fue 
seleccionado como medio base de regeneración. Una vez seleccionado el medio base se 
procedió a realizar el análisis de los reguladores de crecimiento con el fin de maximizar la 
respuesta del callo.  
 
Se analizaron los siguientes reguladores de crecimiento: 1.- Citocininas: 
bencilaminopurina, floroglucinol, difenilurea, adenina A, 2-isopentil adenina, cinetina y 
zeatina; y 2.- Giberelinas: ácido giberélico. El efecto de la adición de los reguladores de 
crecimiento se resume en la Tabla 5. La bncilaminopurina fue el regulador que más respuesta 
desarrolló en el genotipo Morelos A98, donde fue capaz de inducir la regeneración a una 
concentración de 2 mg L-1. El genotipo Temporalero A95 respondió solo a una concentración 
de 10 mg L-1, de bencilaminopurina induciendo el rápido desarrollo del área foliar sin 
elongación de la radícula. La difenilurea regeneró plántulas a las concentraciones de 0.02 y 
0.2 mg L-1 en Temporalero A95 y no así en Morelos A98; mismo efecto observado con el uso 
de 2-isopentil-adenina a las concentraciones de 0.1 a 1 mg L-1. En ambos genotipos, la 
Cinetina mostró un amplio efecto al inducir la maduración de embriones en mayor eficiencia 
conforme se incrementó la concentración (de 0.05 a 5 mg L-1). La zeatina indujo regeneración 
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sólo en el genotipo Morelos A98 a la concentración de 5 mg L-1. Los reguladores adenina y 
floroglucinol no fueron capaces de inducir una respuesta y al contrario resultaron ser tóxicos a 
las concentraciones utilizadas en el caso del floroglucinol. 
 
 
Tabla 5. Respuesta del callo embriogénico a la aplicación de los diferentes 
reguladores de crecimiento en la fase de regeneración a plántulas. 
 
Regulador Concentración
[ mg L-] 
Respuesta 
Morelos A98 
 
Temporalero A95 
Acido Giberélico 0.001 
0.01 
0.1 
- 
- 
- 
- 
- 
- 
Adenina 10 
40 
- 
- 
- 
- 
2 isopentil adenina 0.1 
0.5 
1 
5 
md 
md 
md 
md, ox 
md 
Plt 
Plt 
ox, md 
Bencilaminopurina 1 
2 
5 
10 
- 
Plt 
mde 
mde 
- 
- 
md 
plt 
Cinetina 0.05 
0.1 
1 
5 
md 
md 
md 
plt 
plt 
plt 
Plt 
plt 
Floroglucinol a 0.5 
5 
- 
nec 
- 
nec 
Difenil-urea 0.02 
0.2 
2 
md 
md 
- 
Plt 
Plt 
md 
Zeatina 1 
5 
10 
md 
Plt 
md 
- 
- 
- 
a , concentración en mM. Plt = plántulas, md= maduración de embriones, ox = 
oxidación, nec = necrosis. 
 
 
 
La respuesta morfogenética fue similar en todos los reguladores de crecimiento (a 
excepción de la cinetina), la germinación de embriones inició con el cambio de coloración del 
callo embriogénico de amarillo a verde, desarrollo del área foliar en primera instancia y 
posterior desarrollo de radícula. En presencia de cinetina se observó la germinación de 
embriones con desarrollo del área foliar y elongación de la radícula simultáneamente (Figura 
18). 
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FIGURA 18. Respuestas morfogenéticas de callos embriogénicos de arroz en proceso de regeneración de 
plántulas. a) Callo sin respuesta; b) formación de raíces, c) maduración de embriones; d) obtención de 
plántulas; e) embrión germinado, puede observarse la radícula y primordio foliar; f) plántula obtenida de la 
germinación de un embrión somático, se observa raíz y primeras hojas; g) plántula obtenida vía organogénesis; 
h) elongación de primordio foliar  
 
La selección del regulador de crecimiento utilizado para ambos genotipos se basó en el 
tiempo de respuesta, la germinación de embriones, porcentaje de respuesta y vigorosidad de 
las plántulas generadas Para ambos genotipos, las condiciones de regeneración que mostraron 
mejor respuesta  fueron 0.5 de MS suplementado con 1.5 % de sacarosa y 5mg L-1 de cinetina. 
En la regeneración de líneas transgénicas se obtuvo una eficiencia de regeneración de 50% en 
el genotipo Morelos A98 y un 13% de regeneración en Temporalero A95. (Ver Tabla 6). 
Adicionalmente, el callo embriogénico fue secado durante 48 hrs. en oscuridad antes de ser 
colocado en el medio de regeneración con la finalidad de maximizar el proceso al aumentar el 
número de plántulas por callo (datos no mostrados). 
 
 
Tabla 6. Eficiencia del uso de Reguladores de Crecimiento 
DPU 0.2mg L -1
BAP 2mg L -1
KIN 5mg L -1
BAP 2mg L -1
ZEA 5mg L -1
KIN 5mg L -1
12.9 %
50 %
Porcentajes de 
regeneración
KIN 5mg L -1
KIN 5mg L -1
Temporalero A95
Morelos A98
Genotipo Reguladores de crecimiento
Inducción               Regeneración
 
BAP (bencilaminopurina), KIN (Cinetina), DFU (Difenil-urea), y ZEA (Zeatina). 
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7.3 Micropropagación y Cultivo de Arroz en Invernadero 
 
Se observó que plántulas provenientes de cultivo de regeneración murieron al ser 
colocadas directamente en medio de micropropagación. Por lo anterior, plántulas de 2 a 3 cm 
obtenidas del proceso de regeneración se sub-cultivaron a MS suplementado con 1% de 
sacarosa, con el fin de obtener plántulas de mayor vigor y una vez obtenidas plántulas 
vigorosas se sometieron al proceso de micropropagación. Se realizaron explantes de aprox. 1 
cm a partir de la base del callo eliminando la raíz, fueron colocados en medio de propagación 
que consistió de MS suplementado con 3% sacarosa y 2mg L-1 bencilaminopurina, tales 
condiciones fueron previamente estandarizadas con el fin de evitar lo posible la formación de 
raíz y así obtener hijuelos de tamaño uniforme, con lo que se obtuvo de 10 a 20 hijuelos por 
explante (Figura 19). 
 
 
a b c  
FIGURA 19. Cultivo in vitro de plantas de Arroz. a) Plantas creciendo en medio MS con 
sacarosa al 1%; b) Desarrollo de raíces en medio MS suplementado con sacarosa al 8%; c) 
Micropropagación en medio MS suplementado con 3% de sacarosa y 2mg L-1de 
bncilaminopurina. 
 
 
Plántulas de tamaño uniforme fueron sub-cultivaron en medio de enraizamiento que 
consistió de MS suplementado con 8% de sacarosa, en estas condiciones se indujo la 
formación de raíces. Plantas con raíces de tamaño suficiente (aproximadamente 10 cms) 
fueron transplantadas a suelo y mantenidas en invernadero. Para la realización del ensayo de 
tolerancia a sequía, fueron seleccionadas plántulas con igual número de hojas y similar 
longitud de raíz, transplantadas a suelo y mantenidas en invernadero hasta la realización de 
los ensayos (Figura 20). 
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FIGURA 20. Cultivo de arroz en invernadero. a) Aclimatación de plántulas a suelo; b) Plantas en etapa 
vegetativa; c) Plantas de 2-3 meses en el inicio de etapa reproductiva. 
 
 
7.4 Detección del Transgén en plantas transformadas 
 
Plantas de arroz resultantes del proceso de regeneración fueron analizadas por la técnica 
de PCR para corroborar la presencia del fragmento antisentido de trealasa en las líneas de 
arroz. En las líneas analizadas fue posible amplificar un fragmento de 350 pb correspondiente 
a una región interna de la secuencia utilizada como antisentido. En la Figura 21 se observa los 
productos de amplificación resultantes de la reacción de PCR analizados por electroforesis en 
gel de agarosa al 1%. DNA proveniente de plantas silvestres Morelos A98 y Temporalero 
A95, fueron utilizadas como controles negativos. La obtención de bandas de amplificación 
indica la naturaleza transgénica de las plantas analizadas de ambas genotipos. 
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FIGURA 21. Detección de fragmento antisentido de trealasa por PCR en plantas de 
arroz. Productos de amplificación de transgén en líneas transformantes 137, 76, 226, 71 y 
75 de la variedad Morelos A98 y de las líneas 220, 144 y 126 de la variedad Temporalero 
A95. M98: Morelos A98 tipo silvestre; T95: Temporalero A95 tipo silvestre; M, marcador 
de peso molecular 100 pbs Maxim Biotech; (-), Control negativo de reacción. 
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7.5 Análisis de Actividad Trealasa 
  
Para determinar si la inhibición por antisentido del gen de la trealasa inhibió la expresión 
de ésta, se analizaron los niveles de actividad de la enzima en las líneas transgénicas 
creciendo en condiciones in vitro.  
 
7.5.1 Actividad enzimática en plantas tipo silvestre 
 
El análisis de actividad trealasa de plantas silvestres de Morelos A98 y Temporalero A95 
creciendo en condiciones in vitro permitió observar que existen diferencias de los niveles de 
actividad entre los dos genotipos y en los distintos tejidos de la planta (hoja, tallo y raíz). En 
forma general se observó mayor actividad trealasa en todos los tejidos en el genotipo 
Temporalero A95, especialmente en raíz. El análisis completo de la actividad trealasa, mostró 
bajo niveles de actividad en hoja con valores de 0.017 y 0.049 μgr de Glu mgr Prot-1 hr -1 para 
Morelos A98 y Temporalero A95 respectivamente. En tallo con valores de 0.04-0.06 μgr de 
Glu mgr Prot-1 hr -1 para Morelos A98 y Temporalero A95 respectivamente. La actividad 
trealasa de raíz solo pudo ser detectada en el genotipo Temporalero A95 con valores cercanos 
a 0.1 μgr de Glu mgr Prot-1 hr-1, en el genotipo Morelos A98 no fue posible detectarla 
actividad hidrolítica (Figura 22). 
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FIGURA 22. Actividad trealasa en arroz. Niveles de actividad Trealasa en μgr de Glu 
mgr Prot-1 hr-1 de hoja, tallo y raíz de plantas control mantenidas bajo condiciones de 
cultivo in vitro. ND, No Detectada. 
 
 
7.5.2 Actividad enzimática de líneas transgénicas derivadas del genotipo Morelos A98 
 
Líneas generadas del genotipo Morelos A98 mostraron disminución significativa de 
actividad Trealasa en hoja un rango 100 al 59% (clona 137 y 76 respectivamente), dos 
permanecieron sin variación significativa (226 y 75) y una mostró un incremento del 150% 
respecto a plantas tipo silvestre. Los porcentajes de disminución de actividad en tallo se 
encontraron en un rango de 19 a 67% para todas las líneas. Nuevamente no se detectó 
actividad trealasa en raíces de las líneas transgénicas a excepción de las líneas 71 y 75 donde 
se determinó que la actividad trealasa se encontraba presente con valores de 0.013 y 0.02 μgr 
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de Glu mgr Prot-1 hr-1. De esta forma se puede agrupar las líneas 137, 76 y 226 con 
disminución de actividad trealasa en hoja y tallo en diferente magnitud respecto a la planta 
silvestre (ver Figura 23); mayor porcentaje de disminución para la clona 137 (100% en raíz y 
44% en tallo). Y en otro grupo las líneas 71 y 75 con disminución de actividad trealasa en 
tallo de alrededor del 50% (con distintos niveles actividad para hoja) pero con la presencia de 
actividad trealasa en raíz.  
 
 
=- 19+ 18226
=- 39- 59 76
+ 0.013- 49+ 15371
=- 44- 100 137
+ 0.020- 67- 5.875
00.0430.017CONTROL
RAIZTALLOHOJA
PORCENTAJE DE ACTIVIDAD
A
ct
iv
id
ad
 T
re
al
sa
μg
r
G
lu
m
gr
 P
ro
t-1
 h
r
-1
 
b)
a)
0
0.02
0.04
0.06
0.08
M98 137 76 226 71 75
Hoja Tallo Raíz
ND ND ND ND ND
 
 
FIGURA 23. Actividad trealasa plantas transgénicas del genotipo Morelos A98. a) Niveles 
de actividad trealasa en μgr de Glu mgr Prot-1 hr-1 en hoja, tallo y raíz de plantas control y 
transgénicas mantenidas bajo condiciones de cultivo in vitro; b) Cuadro comparativo de los 
porcentajes de actividad trealasa respecto al control. ND, No detectada 
 
 
7.5.3 Actividad enzimática en líneas transgénicas derivadas del genotipo Temporalero 
A95 
 
El análisis de la actividad trealasa en líneas generadas de la variedad Temporalero A95 
mostró porcentajes de disminución de actividad trealasa en todos los casos respecto a plantas 
no transformadas (Figura 24). En hoja, el porcentaje de disminución correspondió del 94 
(líneas 220 y 144) al 39% (126); en tallo con valores similares del 80 al 97% de disminución 
de actividad trealasa respecto al control  En raíz la actividad trealasa para plantas silvestres 
alcanza niveles cercanos al 0.1 μgr de Glu mgr Prot-1 hr-1 que es el mayor valor registrado en 
este experimento, en la clona 220 fue efectivamente inhibida en un 100% en tanto que en las 
líneas 144 y 126 se inhibió en un rango del 42 al 9% respectivamente (Figura 24).  
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FIGURA 24. Actividad trealasa en plantas del genotipo Temporalero A95. a) Niveles de 
actividad trealasa en μgr de Glu mgr Prot-1 hr-1 en hoja, tallo y raíz de plantas control y 
transgénicas mantenidas bajo condiciones de cultivo in vitro; b) Cuadro comparativo de los 
porcentajes de actividad trealasa respecto al control. ND, No detectada. 
 
 
7.6 Análisis del Contenido de Trealosa en Plantas con Inhibición de Trealasa 
 
Con el fin de determinar si la disminución de actividad trealasa aumentó los niveles de 
trealosa en arroz, se determinó la concentración de trealosa presente en raíces de plantas 
transgénicas y plantas silvestre en condiciones de no estrés y estrés por sequía en invernadero. 
La determinación del contenido de trealosa y otros azúcares solubles presentes en raíz, se 
realizó mediante su análisis en cromatografía de gases. El perfil de azúcares obtenidos fue 
posteriormente analizado por espectrofotometría de masas para determinar la naturaleza de los 
compuestos presentes. Los azúcares presentes identificados en raíz  fueron glucosa, sacarosa y 
en algunos casos trealosa (Figura 25).  
 
Los datos obtenidos del perfil cromatográfico en plantas silvestres, muestran similar 
contenido de trealosa para ambos genotipos alrededor del 0.3 mgr gr-1 de peso seco y el 
tratamiento de sequía constituye un factor para la acumulación de trealosa por arriba del 50%. 
Entre las líneas transgénicas de ambos genotipos se encontraron casos de mayor acumulación 
de trealosa especialmente en condiciones de sequía. 
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FIGURA 25. Cromatograma de azúcares presentes en raíz. a) Perfil completo de azúcares de 
raíz en planta productora de trealosa; b) Detalle de cromatograma donde se observa la detección 
de trealosa. 
 
 
7.6.1. Contenido de trealosa en plantas transgénicas del genotipo Morelos A98 
 
Los niveles de trealosa en plantas del genotipo Morelos A98 creciendo en condiciones de 
riego corresponden a los 0.32 mgr gr-1 de peso seco y existe un incremento a 0.53 mgr gr-1 de 
peso seco en condiciones de estrés por sequía. En líneas transgénicas bajo condiciones de 
riego el contenido de trealosa fluctuó entre los 0.12 a los 0.49 mgr gr-1 de PS; las líneas 137 y 
76 se encontraron por arriba respecto al control sin encontrarse diferencias significativas.  
 
En condiciones de sequía las líneas 137, 76 y 226 alcanzaron concentraciones apenas 
superiores a los 0.3 mgr gr-1 de peso seco; en tanto que las líneas 71 y 75 alcanzaron niveles 
de trealosa de 0.69-0.78 mgr gr-1 de peso seco respectivamente lo que corresponde a un 
incremento del 30 al 50% en su concentración respecto a plantas silvestres. El contenido de 
trealosa en condiciones de sequía de las líneas 75 y 71 (0.69 y 0.72 mgr gr-1 de peso seco) 
mostró diferencias significativas cuando se compararon a plantas silvestres. El incrementó 
corresponde a un 300% y 100% respectivamente por arriba de plantas no transformadas. 
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FIGURA 26. Nivel de trealosa en raíces de plantas transgénicas del genotipo Morelos A98. 
Contenido de trealosa en raíces provenientes de plantas sometidas a estrés por sequía en 
condiciones de invernadero. * Dif. Sig. respecto a planta Morelos A98 en las mismas condiciones; 
** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego. 
 
 
7.6.1.1 Perfil de carbohidratos no estructurales 
 
Glucosa. Los niveles de glucosa de líneas transgénicas fueron ligeramente menores a 
plantas silvestres (5.5 mgr gr-1 de peso seco). En condiciones de sequía decaen 
significativamente los niveles de glucosa en plantas no transformadas, a diferencia de las 
líneas transgénicas ya que sólo se observaron ligeras variaciones manteniendo los niveles 
relativamente uniformes tanto en condiciones de riego y sequía (Figura 27). 
 
Sacarosa. En condiciones de riego se observaron altos contenido de sacarosa en todas la 
plantas (100-150 mgr gr-1 peso seco), destacándose la línea 76 con 175 mgr gr-1de peso seco. 
Sin embargo las condiciones de sequía afectaron visiblemente los niveles de este azúcar en 
forma uniforme para todas las plantas analizadas con una reducción del 50% respecto a las 
condiciones de riego (Figura 27). 
 
Almidón. En ambas condiciones los niveles de almidón más altos se registraron en la 
línea 75 (6.33 mgr gr-1 de peso seco) y el tratamiento de sequía no afecto significativamente el 
contenido de almidón en plantas silvestres y líneas transgénicas (Figura 27). 
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FIGURA 27. Perfil de Carbohidratos no estructurales en plantas transgénicas del genotipo Morelos A98. 
Azúcares analizados en plantas bajo a) condiciones de riego y b) condiciones de sequía. * Dif. sig. respecto a 
planta Morelos A98; ** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego. 
 
 
7.6.2 Contenido de trealosa en plantas transgénicas del genotipo Temporalero A95. 
 
En condiciones de riego plantas del genotipo Temporalero A95 acumulan 0.35 mgr gr-1 de 
peso seco de trealosa y bajo un tratamiento de sequía incrementaron su concentración a 0.55 
mgr de trealosa gr-1 de peso seco. En condiciones de riego, todas las líneas transgénicas 
generadas de este genotipo presentaron niveles similares de contenido de trealosa en raíz 
(0.25 mgr mgr gr-1 de peso seco), estos niveles de acumulación se ubicaron por debajo del 
obtenido en plantas silvestres (Figura 28).  
 
El tratamiento de sequía indujo acumulación de trealosa en todas las líneas transgénicas; 
las líneas 220 y 144 con niveles de trealosa de 0.42 y 0.24 mgr gr-1 de peso seco no superaron 
la concentración de las plantas silvestre, al contrario de la línea 126 que acumuló 0.87 mgr 
trealosa gr-1 de peso seco. Estadísticamente no se encontraron diferencias significativas en los 
niveles de trealosa de las líneas transgénicas respecto a plantas silvestres en ambas 
condiciones. Sin embargo es importante mencionar que la línea 126 incrementó 
significativamente la acumulación de trealosa en condiciones de sequía respecto a las 
condiciones de riego (Figura 28).  
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FIGURA 28. Nivel de trealosa en raíces de plantas transgénicas del genotipo Temporalero 
A95. Contenido de trealosa en raíces provenientes de plantas sometidas a estrés por sequía en 
condiciones de invernadero. ** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego. 
 
 
7.6.2.1 Perfil de carbohidratos no estructurales 
 
Glucosa. En la planta silvestre el contenido de este azúcar se mantuvo sin variación 
respecto al tratamiento de sequía. La línea 220 se destacó por su alto contenido de glucosa 
(8.07 mgr gr-1 de peso seco) sin mostrar afectaciones significativas por las condiciones de 
estrés. Las líneas 144 y 126 con contenido de glucosa similar a la planta silvestre (~4 mgr gr-1 
de peso seco), mostraron un ligero incremento en condiciones de sequía (Figura 29). 
 
Sacarosa. El alto contenido de sacarosa de las plantas tipo silvestres y la línea 220 en 
condiciones de riego (~250 mgr gr-1 de peso seco) fue afectado por la sequía disminuyendo 
significativamente (100 y 50 mgr gr-1 de peso seco, respectivamente). En tanto que en las 
líneas 144 y 126 registraron menor concentración de sacarosa (100-150 mgr gr-1 de peso seco), 
pero éste no se vio afectado bajo condiciones de estrés (Figura 29). 
 
Almidón. En condiciones de riego se registraron bajos niveles de almidón para la 
planta silvestres y líneas transgénicas en general (~4.0 mgr gr-1 de peso seco); sin embargo, la 
línea 220 presentó significativamente menor contenido de almidón (2.1 mgr gr-1 de peso seco). 
La aplicación de sequía afectó negativamente en la acumulación de almidón en planta tipo 
silvestre; sin embargo en forma general el tratamiento de sequía no afectó la acumulación de 
almidón en líneas transgénicas e indujo fuertemente su acumulación en la línea 126 (7.7 mgr 
gr-1 de peso seco) (Figura 29). 
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FIGURA 29. Perfil de carbohidratos no estructurales en plantas transgénicas del genotipo 
Temporalero A95. Azúcares analizados en plantas bajo a) condiciones de riego y b) condiciones de 
sequía. * Dif. sig. respecto a planta Temporalero A95; ** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego. 
 
 
7.7 Morfología de plantas con inhibición de Actividad Trealasa 
 
La inhibición de la actividad trealasa en plantas derivadas de los genotipos Morelos A98 y 
Temporalero A95 resulto en plantas con características fenotípicas similares a las plantas 
silvestres en condiciones de riego. El análisis detallado de las características fenológicas y 
hábitos de crecimiento en condiciones de riego y sequía, mostraron sutiles diferencias en 
cuanto a la altura de la planta, producción de materia seca de hoja y raíz, duración del estado 
vegetativo y comportamiento ante el estrés de sequía aplicado. 
 
7.7.1 Plantas transgénicas derivadas del genotipo Morelos A98 
 
De las líneas generadas, las líneas 76 y 226 mostraron un mejor desarrollo que plantas 
silvestres; puesto que mostraron mayor altura (Figura 30 b). En general, todas las líneas 
transgénicas produjeron ligeramente mayor materia seca en hoja en condiciones de riego (Fig. 
30 b). La arquitectura de la raíz no se modificó mayormente dado que todas las plantas 
produjeron raíces de 36 a 43 cms de longitud en condiciones de riego (Figura 30 b) sin 
embargo se registró un incremento en el peso seco de raíz en las líneas 137 y 226 en aprox. 
0.2 gr de peso seco por arriba del control (0.9 gr de peso seco) (Figura 30 a). 
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FIGURA 30. Características morfológicas de plantas transgénicas del genotipo Morelos A98 sometidas a 
sequía. a) Aspecto general de plantas control Morelos A98 y líneas transgénicas sometidas a tratamiento de 
sequía. Morelos A98-w.t, planta control en condiciones de crecimiento normal; M98, planta control en estrés. b) 
Características morfológicas y etapa fenológica alcanzada de las plantas control Morelos A98 y líneas 
transgénicas observadas en condiciones control y de sequía. * cms. Nivel de estrés: (1) hojas expuestas, (2) 
hojas en ángulo respecto de la nervadura principal, (3) hojas plegadas a lo largo de nervadura principal, (4) 
enrollamiento total de hoja. Los datos corresponden a lecturas realizadas al término del tratamiento de sequía y 
representan el promedio de tres plantas colectadas en tiempos independientes (excepto en condiciones de riego) 
con similar porcentaje de CC. 
 
 
Datos obtenidos del análisis de biomasa de hoja y raíz en condiciones de riego y sequía 
arrojó los siguientes datos. La aplicación del tratamiento de sequía provocó la disminución de 
producción de materia seca de hoja, a excepción de líneas 71 y 75 que produjeron similar 
cantidad de biomasa foliar que en condiciones de riego; las líneas 137 y 76 produjeron 
significativamente menos materia seca (52 y 74% respectivamente) respecto a la planta 
silvestre y el resto de las líneas transgénicas (Figura 31). Además se observó un incremento 
en la longitud de la raíz en general de 3-6 cms pero sin ganancia en biomasa, la línea 76 
produjo significativamente menos materia seca que el control bajo estas condiciones (60% 
menos). El análisis de la producción de biomasa foliar y de raíz en condiciones de sequía en 
plantas silvestres y líneas transgénicas no reveló diferencias significativas respecto a las 
condiciones de riego. Sin embargo un aspecto importante es que todas las plantas sometidas a 
sequía se mantuvieron en etapa vegetativa retrasando el inicio de la etapa reproductiva (Figura 
30).  
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FIGURA 31. Producción de biomasa en líneas transgénicas del genotipo Morelos A98. 
Biomasa de raíz en plantas sometidas a a) condiciones de riego y b) condiciones de sequía. 
Biomasa de hoja en plantas sometidas a c) condiciones de riego y d) condiciones de sequía. * 
Dif. sig. respecto a planta silvestre en las mismas condiciones; ** Dif. sig. respecto a las 
condiciones de riego. 
 
 
7.7.2 Plantas transgénicas derivadas del genotipo Temporalero A95 
 
Las plantas de líneas transgénicas 144 y 126 fueron fenotípicamente similares a plantas 
silvestres con alturas promedio de 75 cms. La línea 220 mostró cambios fenotípicos 
interesantes dado que su altura no supero los 60 cms, así como una coloración verde intenso 
de sus hojas (Figura 32). El ciclo de desarrollo no fue afectado, las líneas transgénicas y 
plantas silvestres alcanzaron la etapa reproductiva en específico la etapa de llenado y 
producción de grano maduro; a excepción de la línea 220 la cual se vio ligeramente retrasado 
el inicio de la etapa reproductiva dado que al momento de la colecta se encontró en la etapa de 
paniculación.  
 
Datos obtenidos del análisis de biomasa de hoja y raíz en condiciones de riego y sequía 
evidenció los siguientes comportamientos. La producción de biomasa de las líneas 220 y 126 
fueron superiores a plantas silvestres. Es interesante mencionar que la línea 220 a pesar de su 
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baja altura produjo 40% más biomasa foliar que plantas silvestres (1.2 gr de peso seco); la 
línea 126 se destacó por una producción significativamente mayor de biomasa (1.4 gr de peso 
seco) lo que constituye un 65% más que las plantas silvestres (Figura 33). La línea 126 así 
mismo se destaca por la producción de biomasa de raíz (1.38 gr de peso seco), 56% superior a 
las plantas silvestres.  
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FIGURA 32. Características morfológicas de plantas transgénicas del genotipo Temporalero A95 
sometidas a sequía. a) Aspecto general de plantas control Temporalero A95 y líneas transgénicas sometidas a 
tratamiento de sequía. Temporalero A95-w.t., planta control en condiciones de crecimiento normal; Temporalero 
A95, planta control en estrés. b) Características morfológicas y etapa fenológica alcanzada de las plantas control 
Temporalero A95 y líneas transgénicas observadas en condiciones de riego y sequía. * cms. Nivel de estrés: (1) 
hojas expuestas, (2) hojas en ángulo respecto de la nervadura principal, (3) hojas plegadas a lo largo de 
nervadura principal, (4) enrollamiento total de hoja. Los datos corresponden a lecturas realizadas al término del 
tratamiento de sequía y representan el promedio de tres plantas colectadas en tiempos independientes (excepto en 
condiciones control) con porcentajes similares de CC de suelo. 
 
 
Bajo condiciones de sequía las plantas se vieron afectadas en el crecimiento dado que no 
alcanzaron la altura registrada en condiciones de riego, también disminuyó la producción de 
materia seca en diferentes magnitudes. El tratamiento de sequía afectó la biomasa de hoja y 
raíz generada por líneas 220 y 126 así como plantas silvestres; la línea 144 mantuvo su 
producción relativamente estable en ambas condiciones. En general la arquitectura de raíz no 
se vio afectada a excepción de la línea 126, en la cual se observó un moderado incremento en 
su longitud pero sin afectar la biomasa. La producción de materia seca de raíz se ve afectada 
significativamente en planta silvestre (55% menor) y la línea 126 (70% menor). Sin embargo 
es importante mencionar que la línea 126 mostró el mayor rendimiento bajo condiciones de 
 78
riego y sequía. Todas las líneas transgénicas y plantas silvestres retrasaron el inicio de la etapa 
reproductiva respecto a las condiciones de riego, el material colectado se encontró en la etapa 
de emergencia de panícula (Figura 33). 
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FIGURA 33. Producción de biomasa en líneas transgénicas del genotipo Temporalero 
A95. Biomasa de raíz en plantas sometidas a a) condiciones de riego y b) condiciones de 
sequía. Biomasa de hoja en plantas sometidas a c) condiciones de riego y d) condiciones de 
sequía. * Dif. sig. respecto a planta silvestre en las mismas condiciones; ** Dif. sig. respecto a 
las condiciones de riego. 
 
 
7.8 Análisis de Tolerancia a Sequía 
 
7.8.1 Tolerancia en líneas transgénicas del genotipo Morelos A98 
El grado de tolerancia a sequía en las líneas transgénicas fue analizado según el nivel de 
enrollamiento de la hoja así como la capacidad de retención de agua evaluado por el CRA de 
hoja. La aplicación del tratamiento de sequía afectó negativamente a plantas silvestres, bajo 
estas condiciones se presentó un enrollamiento total de todas sus hojas (nivel 4 de estrés). Las 
líneas transgénicas presentaron un enrollamiento moderado, oscilando entre el nivel 2 y 3 de 
estrés y el análisis de CRA comprobó que las líneas transgénicas en condiciones de estrés 
retuvieron el agua en sus hojas en mayor porcentaje respecto a plantas control. En condiciones 
de estrés, plantas silvestres presentaron un 50% de CRA en hoja, en tanto que las líneas 
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transgénicas retuvieron el agua en sus hojas con mayor eficiencia, las líneas 76 y 75 
mostraron significativamente mayor CRA (81 y 90% respectivamente). Las líneas 226 y 71 
también se vieron afectadas en el contenido de CRA bajo condiciones de sequía, pero sin 
mostrar enrollamiento de hoja (Fig. 34 b). 
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FIGURA 34. Análisis de tolerancia a sequía en líneas transgénicas derivadas del genotipo Morelos A98. a) 
Detalle del fenotipo (enrollamiento de hoja) en plantas sometidas a sequía. M98-w.t., planta silvestre en 
condiciones de riego; M98, planta silvestre en condiciones de sequía. b) Relación del porcentaje de CRA de 
hoja y el nivel de estrés desarrollado al final del tratamiento de sequía.○ Riego, ● Sequía. 
 
 
7.8.2 Tolerancia de líneas transgénicas del genotipo Temporalero A95 
 
Aplicación del tratamiento de sequía en plantas del genotipo Temporalero A95 indujo el 
enrollamiento total de hoja pero con relativamente alto contenido de CRA en hoja (65%). En 
forma general las líneas transgénica no mejoraron sustancialmente su capacidad de retención 
de agua pero desarrollaron menor nivel de estrés en hoja cuando se compararon con plantas 
silvestres (Figura 35). Plantas de la línea 144 desarrollaron un alto grado de enrollamiento 
total de hojas (nivel 4) al igual que la planta silvestre con 60-70% de CRA en hoja. En 
condiciones de sequía la línea 126 perdió un 50% de CRA en hoja, sin embargo desarrolló 
una mayor tolerancia dado que no sobrepasó el nivel 3 de enrollamiento de hojas. La línea de 
mejor tolerancia a las condiciones de sequía fue la línea 220, mantuvo el CRA en hoja (75%) 
y con bajo nivel de estrés (nivel 2). 
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FIGURA 35. Análisis de tolerancia a sequía en líneas transgénicas del genotipo Temporalero A95. a) 
Detalle del fenotipo (enrollamiento de hoja) en plantas sometidas a sequía. T95-w.t., planta silvestre en 
condiciones de riego; T95, planta silvestre en condiciones de sequía. b) Relación del porcentaje de CRA de hoja 
y el nivel de estrés desarrollado al final del tratamiento de sequía. ○ Riego, ● Sequía. 
 
 
7.9 Capacidad Fotosintética en Plantas Transgénicas 
 
7.9.1 Parámetros fotosintéticos en plantas transgénicas derivadas del genotipo 
Morelos A98 
 
La fotosíntesis neta de las líneas transgénicas fue medida al final del tratamiento de sequía. 
En condiciones de riego, las líneas transgénicas presentaron igual o en algunos casos superior 
actividad fotosintética que las plantas silvestres (~5 μmol s-1 m-2) (Figura 36). Las líneas 71 y 
75 registraron una fotosíntesis neta superior en un rango de 35 y 64% respectivamente, 
cuando se compara con plantas silvestres. El tratamiento de sequía en plantas silvestre 
provocó una disminución del nivel fotosintético cayendo a 1.9 μmol s-1 m-2, en tanto que 
todas las líneas transgénicas mantuvieron su nivel fotosintético, todas con una alta diferencia 
significativa en condiciones de estrés. Las líneas 76 y 226 de manera interesante mostraron un 
incremento significativo de su actividad fotosintética en condiciones de sequía en un 200% 
respecto a las condiciones de riego, alcanzando valores de 12 y 10 μmol s-1 m-2 
respectivamente.  
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Los niveles de conductancia y resistencia estomática fueron evaluados simultáneamente 
que la fotosíntesis neta. En condiciones de riego, las plantas, control y líneas transgénicas, 
mostraron niveles de conductancia estomática fluctuando entre 0.2 y 0.4 μmol s-1 m-2. Las 
condiciones de sequía afectaron significativamente la conductancia estomática en plantas 
silvestres y líneas 71 y 75 (disminución del 40 al 65%). En tratamiento de sequía, la línea 76 
aumentó significativamente la conductancia estomática, y el resto de las líneas no mostraron 
variación. La resistencia estomática en condiciones de riego mostró niveles de entre 2 y 5 s 
cm-1 similar para todas las plantas, a excepción de la línea 137 con valor cercano a los 6 s cm-
1 significativamente mayor a la planta control silvestre. Como se esperaba las condiciones de 
sequía provocaron un aumento en la resistencia estomática de la hoja en plantas silvestres 
respondiendo en forma similar para las líneas transgénicas; la línea 76 mostró menor 
resistencia estomática significativamente respecto a plantas silvestres. En línea 71 los valores 
fueron significativamente mayores a plantas silvestres y también con respecto a las 
condiciones de riego (Figura 37). 
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FIGURA 36. Fotosíntesis neta de líneas transgénicas del genotipo Morelos A98. * Dif. 
sig. respecto a planta silvestre; ** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego. 
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FIGURA 37. Conductancia y resistencia estomática del genotipo Morelos A98 y líneas 
transgénicas. Las plantas fueron evaluadas simultáneamente a la lectura de fotosíntesis en a) 
condiciones de riego y b) condiciones de sequía. * Dif. sig. Respecto a planta silvestre; ** 
Dif. sig respecto a las condiciones de riego. 
 
 
7.9.2 Parámetros fotosintéticos en plantas transgénicas derivadas del genotipo 
Temporalero A95 
 
En condiciones de riego la capacidad fotosintética de la línea transgénica 126 alcanzó un 
nivel de 10.3 μmol s-1 m-2 lo que representa un incremento del 46% en la fotosíntesis neta 
respecto a plantas silvestres. Las líneas 220 y 144 registraron valores por debajo de la planta 
silvestre (4.7 y 5.2 μmol s-1 m-2 respectivamente). El tratamiento de sequía aplicado afectó 
negativamente la actividad fotosintética significativamente en plantas silvestres y línea 126. 
Sin embargo las líneas 220 y 144 mantuvieron la misma capacidad fotosintética respecto a las 
condiciones de riego y superior a plantas silvestres. Es importante mencionar que todas las 
líneas transgénicas registraron mayor actividad fotosintética en condiciones de sequía que 
plantas de tipo silvestre (Figura 38). 
 
La conductancia estomática en condiciones de riego para plantas silvestres y líneas 
transgénicas se mantuvo a niveles similares tanto en condiciones de riego como de sequía 
(alrededor de 0.25 μmol s-1 m-2), sin presentar cambios significativos respecto plantas 
silvestres, con la excepción de la línea 126. Para esta línea, en condiciones de riego se observó 
un incremento significativo, así mismo la sequía indujo una disminución significativa de la 
conductancia estomática. De la misma manera la resistencia estomática, no mostró cambios 
significativos con respecto al tratamiento a sequía, a excepción de la línea 126, que conforme 
a lo anteriormente observado muestra una resistencia menor que el control en condiciones de 
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riego y aumenta significativamente en condiciones de sequía pero dentro de los niveles 
registrados por el resto de las plantas (Figura 39). 
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FIGURA 38. Fotosíntesis neta de líneas transgénicas derivadas del 
genotipo Temporalero A98. * Dif. sig. respecto a planta silvestre; ** Dif. 
sig. respecto a las condiciones de riego. 
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FIGURA 39. Conductancia y resistencia estomática de líneas 
transgénicas del genotipo Temporalero A95 Las plantas fueron 
evaluadas simultáneamente a la lectura de fotosíntesis en a) condiciones 
de riego y b) condiciones de sequía.* Dif. sig. respecto a planta silvestre; 
** Dif. sig. respecto a las condiciones de riego. 
 85
 
 
 
 
 
 
DISCUSION 
 
 
La acumulación de trealosa en la naturaleza, ha establecido el papel de esta como 
agente protector (Elbein et al. 1974; Müller et al. 1999) así como el papel de su metabolismo 
en procesos de regulación importantes como el crecimiento y desarrollo de la planta 
(Eastmond et al. 2002, van Dijken et al. 2004),  utilización de carbohidratos (Schluepmann et 
al. 2004), además de adquisición de tolerancia a estrés hídrico, salino y térmico (Garg et al. 
2002, Holmström et al. 1996, Pilon-Smits et al. 1998, Yeo et al. 2000). Por lo anterior, se ha 
analizado la capacidad de producción de trealosa distintas especies de plantas y su efecto en el 
crecimiento y desarrollo en condiciones de estrés abiótico. En el caso del arroz, que 
constituye un cultivo de altos requerimientos de agua y gran importancia económica, se ha 
buscado incrementar la capacidad de desarrollarse en ambientes de baja disponibilidad de 
agua mediante la acumulación de trealosa. En este trabajo se desarrollaron líneas transgénicas 
de arroz acumuladoras de trealosa y se analizó el efecto de la modificación del metabolismo 
de la trealosa (acumulación mediante inhibición de hidrólisis por la enzima trealasa) en la 
respuesta del arroz en condiciones de baja disponibilidad de agua.  
 
Resistencia de plántulas de tabaco a la germinación en medios osmóticos. Gamez 
(2004) observó que plantas de tabaco con inhibición de trealasa eran capaces de crecer en 
ausencia de una fuente de carbono en condiciones in vitro, proponiendo a una mejor 
capacidad fotosintética la responsable de tal comportamiento. En este trabajo los análisis de 
germinación y crecimiento de plántulas de tabaco in vitro en condiciones de alta osmolaridad 
evidenciaron dos aspectos importantes. Por una parte, que la inhibición de trealasa permitió 
una mejor utilización de fuentes de carbono y menor sensibilidad en la etapa de germinación a 
altas concentraciones de azúcares, como se observó en el medio suplementado con 12% de 
sacarosa (Figura 11). Leyman et al. (2006) reporta la utilizaron del metabolismo de trealosa 
como herramienta para la selección de plantas transformadas en un medio de alta glucosa. Lo 
anterior basado en que la sobre-expresión del gen AtTPS1 reduce fuertemente la sensibilidad a 
la glucosa en la etapa de germinación de Arabidopsis o regeneración de explantes en tabaco. 
En este estudio encontramos fenotipos más contrastantes respecto a los encontrados por 
Leyman et al. Se observó una completa inhibición del proceso germinativo y un vigoroso 
crecimiento de las líneas transgénicas en medios osmótico. La principal diferencia se 
encuentra en la utilización de sacarosa como agente osmótico, ya que la glucosa utilizada por 
Leyman et al. es una fuente de energía disponible para el tejido no transformado que pudiera 
contribuir al crecimiento en tejido no transformado. Se ha observado que alta disponibilidad 
de azúcares induce la expresión de TPS y acumulación de T6P, y la acumulación de este 
sustrato sin una fuente metabolizable de carbón inhibe el crecimiento de la plántula 
(Schluepmann et al. 2004) La constante disponibilidad de sacarosa conduce a una progresiva 
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acumulación de T6P en plántulas, como se ha comprobado alta concentración de T6P bloquea 
la entrada de carbón a glucólisis (Schluepmann et al. 2003) y la trealosa presente puede 
contrarrestar tal efecto. La adición de trealosa, conduce a un pico incremento inmediato de 
T6P pero disminuye en un periodo de 24 hrs. (Schluepmann et al. 2004). Más importante la 
trealosa también induce la expresión del gen TPPB; este gen es una T6P-fosfatasa funcional; 
este dato implica un mecanismo de regulación de los niveles de T6P (Vogel et al. 1998). De 
esta manera la trealosa que probablemente esta presente en las semillas transformadas, 
tendrían la capacidad de regular los niveles de T6P inducidos por alta concentración de 
sacarosa, mecanismos que podría cooperar con la modulación de la resistencia a alto potencial 
osmótico observado por la capacidad de germinación en PEG. 
 
La germinación y crecimiento en medio suplementado con PEG 3% permitió corroborar la 
adquisición de tolerancia al estrés osmótico, proporcionando ventajas en el crecimiento, 
obteniendo plantas más vigorosas, especialmente cuando se utilizó el promotor inducible por 
estrés rd29: TREas (Figura 13). Se ha observado que alta disponibilidad de azúcares 
específicamente sacarosa induce la expresión de genes TPS y conduce a una acumulación de 
T6P en Arabidopsis (Schluepmann et al. 2004). Acumulación de T6P sin una fuente de 
carbono metabolizable inhibe el crecimiento de la planta esto es consistente con rol de 
regulador del flujo metabólico. La ventaja que representa la manipulación del metabolismo de 
la trealosa como agente selectivo es que no se presentan efectos negativos y las plantas 
generadas son fácilmente evaluadas. Además de su uso como marcador de selección en 
protocolos de transformación vegetal, los fenotipos observados en la etapa de germinación de 
estas plántulas, permiten comprobar la resistencia a sequía de plántulas con inhibición de la 
trealasa por lo que representaría una doble ventaja en su utilización.  
 
Cultivo de tejidos de arroz. Es ampliamente aceptado que el potencial de inducción de 
callo embriogénico y regeneración en cultivo de tejidos de arroz depende de numerosos 
factores, como el genotipo de la planta donadora, el nivel fisiológico del explante, 
composición y concentración de medio basal y los componentes orgánicos así como los 
reguladores de crecimiento en el medio de cultivo (Jain 1997, Kyazuka et al. 1998). Entre 
todos estos factores, las diferencias genotípicas son las más importantes por lo que es 
considerable la variación en las respuestas obtenidas en el cultivo de tejidos de arroces de la 
subespecie Indica. En general los arroces de la subespecie Indica presentan una baja respuesta 
a la inducción y proliferación de callo embriogénico junto con el difícil mantenimiento del 
potencial embriogénico y la capacidad de regeneración de plántulas verdes. La obtención de 
callo embriogénico de arroz a partir de embriones maduros fue un protocolo altamente 
eficiente puesto que se obtuvo un cultivo de embriones con alta capacidad de división, 
compuesto de embriones en etapa globular principalmente de aspecto friable, estas 
características corresponden a un callo embriogénico y lo hacen un tejido apropiado para la 
transformación. En el proceso de regeneración en callo no transformado la cinetina (KIN) fue 
de respuesta más lenta que el BAP que indujo regeneración de plántulas sin raíz de forma más 
rápida y con buen vigor (Figura 18). Sin embargo la regeneración de plántulas en callo de 
líneas transgénicas se obtuvo en medio suplementado con cinetina (KIN) vía germinación de 
embriones, lo que se supone se debió al estado fisiológico de callo sometido al proceso de 
selección.  
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Transformación genética de arroz por biobalística. La eficiencia de transformación fue 
similar a la reportada para este protocolo (Valdez et al. 1998) por lo que indica el correcto 
establecimiento de esta técnica. La actividad de β-glucoronidasa presente en tejido 3 días 
post-bombardeo indica la eficiencia de transformación obtenida; en tanto que el análisis de 
expresión estable indicaría la naturaleza transgénica del tejido. Sin embargo en la literatura se 
ha reportado la pérdida de actividad por efecto del silenciamiento del gen β-glucoronidasa 
(Kohli et al. 1996), en este trabajo se observó que la actividad puede desaparecer a partir de 
30 días post bombardeo por lo que la diferencia obtenida en la expresión de β-glucoronidasa 
entre la variedad Morelos A98 y Temporalero A95 puede deberse a distinta capacidad de 
expresar genes foráneos y el grado de silenciamiento genético a que esta sujeto cada genotipo. 
Las diferencias obtenidas en la generación de clonas a partir del bombardeo con 
micropartículas de oro y tungsteno se explica por la mayor densidad del oro capaz de penetrar 
a capas celulares mas profundas (Morrish et al. 1993). En tanto que las diferencias 
encontradas entre las variedades Morelos A98 y Temporalero A95 en el proceso de 
transformación en especifico la selección y aparición de clonas probablemente sea debido una 
taza de división celular distinta acentuado por una distinta tolerancia a la presencia del 
antibiótico higromicina en el medio de cultivo. 
 
Inhibición de actividad trealasa. La actividad trealasa mantiene normales los niveles de 
trealosa posiblemente con el fin de prevenir los efectos detrimentales observados por su 
acumulación al afectar el metabolismo de carbón (Eastmond et al. 2002, Kolbe et al. 2005, 
van Dijken et al. 2004). En trigo se ha reportado que la actividad trealasa en raíz es 
ligeramente mayor en plantas tolerantes a salinidad y sequía, y que ésta disminuye bajo un 
tratamiento de sequía solamente en las plantas tolerantes y no así en plantas sensibles (El-
Bashinti et al. 2005). En arroz, la actividad trealasa del genotipo tolerante (Temporalero A95) 
presenta significativamente mayor actividad que el genotipo sensible (Morelos A98) en todos 
los órganos analizados (Figura 23). La actividad trealasa en plantas transgénicas de ambas 
variedades mostraron distintos niveles de actividad en los distintos órganos. Se ha descrito 
anteriormente las diferencias existentes en la expresión de la trealasa en Arabidopsis, la 
expresión más alta se ha encontrado en órganos reproductores en relación a tejidos 
vegetativos; y en raíz, la actividad trealasa es mayor que en hoja y tallo (Müller et al. 2001). 
En líneas transgénicas derivadas de la variedad Morelos A98 el porcentaje de inhibición 
obtenido en hoja y tallo fue discreto; sin embargo de manera interesante en las líneas 75 y 76 
fue posible detectar actividad trealasa dado que en plantas control no fue posible detectarlas. 
En las líneas 75 y 76 la actividad trealasa se relaciona directamente con el contenido de 
trealosa en raíz (discutido más adelante). En líneas transgénicas derivadas de la variedad 
Temporalero A95 se obtuvieron altos porcentajes de inhibición de actividad trealasa en hoja y 
tallo (50-95%) pero ligero efecto en raíz.  
 
Anteriormente se ha reportado que existe una alta actividad trealasa en condiciones de alta 
disponibilidad de trealosa (exógena), probablemente como un mecanismo de regulación 
(Brodmann et al. 2002).Sin embargo el gen de trealasa no se induce por la trealosa dado que 
se observó un incremento de actividad antes de que se llevara a cabo la acumulación del 
azúcar. Es más probable que la actividad enzimática sea regulada por auxinas dado que se ha 
inducido actividad trealasa en raíces tratadas con auxinas, en tanto que la presencia de trealosa 
no afecta su actividad (Müller et al. 1995). El patrón de actividad trealasa resultante en líneas 
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transgénicas conserva significativa actividad en raíz que se relacionan positivamente con el 
contenido de trealosa y tolerancia a estrés (discutido más adelante). Es posible que este patrón 
de actividad trealasa sea positivo en la adquisición de tolerancia a estrés como sucede en trigo 
(El-Bashinti et al. 2005), y que exista un mecanismo de regulación específico responsable de 
este comportamiento. 
 
Acumulación de trealosa en raíz. Las líneas transgénicas derivadas de la variedad 
Morelos A98 no mostraron una acumulación importante de trealosa en raíz en condiciones 
control puesto que no se observaron diferencias significativas entre ellas. La aplicación del 
estrés hídrico afectó positivamente en el mantenimiento de concentración o indujo en algunos 
casos mayor acumulación de trealosa en raíz de las plantas bajo estrés, encontrándose 
diferencia significativa para este efecto en las líneas 71 y 75 (Figura 27). La actividad trealasa 
en condiciones de no estrés en estas líneas presenta en común actividad trealasa en raíz. Las 
líneas restantes no mostraron variación significativa en la acumulación de trealosa con 
relación al efecto del estrés hídrico a pesar de existir una disminución de actividad trealasa en 
hoja y tallo. Anteriormente se ha observado que en plantas con modificaciones en el 
biosíntesis de trealosa, los niveles de trealosa no se incrementan de manera significativa a 
pesar de el efectivo incremento en la actividad de genes biosintéticos y a su vez no se ha 
detectado algún efecto localizado (Garg et al. 2002, Karim et al. 2007). En plantas silvestres 
de la variedad Temporalero A95 se observó una mayor capacidad de producción de trealosa, 
por lo que era probable obtener una mayor acumulación del azúcar en líneas transgénicas 
obtenidas de esta variedad; sin embargo no se encontraron diferencias significativas en las 
líneas transgénicas con respecto al control ya sea en condiciones de riego o bajo sequía 
(excepto línea 126) (Figura 28). De las líneas transgénicas generadas, la línea 126 se destaca 
debido a una acumulación significativa (200% mayor a silvestre) ocasionada por el efecto de 
la sequía respecto a las condiciones de riego; esta línea presentó actividad trealasa en raíz 
similar al control en raíz, pero significativamente menor en hoja y tallo.  
 
En este punto, la raíz aparece como un órgano importante en la tolerancia a estrés mediada 
por el metabolismo de trealosa. En trigo se observó que cuando existe un estrés hídrico se 
induce la producción de trealosa en raíz indicada por la actividad de la enzima TPS, y a su vez 
ocurre una represión de la actividad trealasa en raíz en variedades tolerantes a estrés abiótico 
(El-Bashinti et al. 2005), lo que puede constituir un mecanismo de adaptación. Anteriormente 
se ha mencionado que la capacidad de sintetizar trealosa esta presente en todas las plantas y 
su producción es disparada específicamente por señales de estrés mediante la inducción de las 
enzimas TPS y TPP con efectos conocidos en la regulación del metabolismo y tolerancia a 
estrés abiótico; pero en la capacidad de regular el metabolismo de la trealosa para llevar a 
cabo su acumulación es probable que la actividad trealasa juegue un papel fundamental. En 
este trabajo se observó que existe la tendencia de acumulación de trealosa en raíz de la 
variedad con mayor grado de adaptación al estrés por sequía (evidenciado por el potencial de 
rendimiento en condiciones de secano), por lo que es posible que exista una estrecha relación 
entre la capacidad de regular el metabolismo de trealosa y la característica de resistencia a 
sequía en la generación de cultivos resistentes. 
 
Niveles de carbohidratos no estructurales en plantas acumuladoras de trealosa. En 
plantas con modificaciones en el metabolismo de trealosa, se observó incremento en el 
contenido de azúcares no estructurales en hoja (Pilon-Smits et al. 1997), que concordaron con 
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elevada capacidad fotosintética y que sumada a la presencia de trealosa pudiesen ser en parte 
responsables del ajuste osmótico en contraparte con la planta silvestre. En Arabidopsis la 
inhibición química de la trealasa con Val A, conduce a fuertes alteraciones en el contenido de 
carbohidratos no estructurales (Müller et al. 2001). En estas plantas se encontró una reducción 
significativa en el contenido de almidón y sacarosa en flor, hoja y tallo. Además, el almidón 
se encontró significantemente reducido en raíces tratadas con Val A; no encontrandose 
cambios importantes en el contenido de glucosa, fructosa y azúcares tipo rafinosa (Müller et 
al. 2001). A pesar de lo anterior, se ha observado que la trealosa induce la acumulación 
masiva de almidón en hojas de Arabidopsis (inversión de la localización de carbono) (Wingler 
et al. 2000). En Arabidopsis, la trealosa induce enzimas biosintéticas de almidón pero la Val 
A por sí sola no (Wingler et al. 2000) lo que explicaría la contradicciones en el estudio 
realizado por Müller et al (2001). En este estudio, el contenido de carbohidratos no 
estructurales de arroz con inhibición post-transcripcional de la trealasa mostró similar perfil 
que Arabidopsis creciendo en 25mM de trealosa y en algunos casos las condiciones de sequía 
afectaron el contenido de estos azúcares. Cambios significativos fueron observados en el 
contenido de sacarosa, donde líneas transgénicas derivadas del genotipo Temporalero A95 
además de mostrar mayor contenido de este azúcar que el genotipo Morelos A98, 
disminuyeron su contenido en manera inversamente proporcional al contenido de trealosa y 
en general la sequía afectó negativamente en la acumulación de este azúcar. Sin embargo las 
diferencias mas significativas fueron encontradas en el contenido de almidón; en que las 
líneas derivadas de Morelos A98 efectivamente disminuyeron el nivel de almidón como se 
reportó en Arabidopsis (Müller et al. 2001). Líneas transgénicas derivadas del genotipo 
Temporalero A95 no mostraron variaciones significativas en el contenido de almidón respecto 
a plantas control. De manera interesante la exposición a condiciones de sequía (y la 
acumlación de trealosa) incrementó el contenido de almidón en plantas transgénicas siendo 
éste significativo en la línea 126, lo que concuerda con lo observado en plantas de 
Arabidopsis expuestas a trealosa (Wingler et al. 2000) y la significativa acumulación de 
trealosa en líneas transgénicas derivadas del genotipo Temporalero A95.  
 
Las variaciones significativas en el contenido de carbohidratos no estructurales 
observadas entre los distintos genotipos pudieran deberse al distinto grado de tolerancia a 
sequía de cada variedad y el distinto nivel de acumulación de trealosa. La acumulación de 
sustancias como el almidón puede cooperar a disminuir el daño ocasionado por la desecación 
ocurrida bajo el estrés hídrico. En granos de cebada y trigo obtenidos bajo condiciones de 
estrés hídrico, la proporción de almidón total mostró una tendencia a incrementar bajo estas 
condiciones (Pessarakli et al. 2005). Esta modificación del contenido de azucares 
posiblemente indica la plasticidad de estos genotipos para contrarrestar la desecación del 
protoplasma; en arroz a nivel de raíz puede presentarse de la misma forma, como se observa 
en las líneas transgénicas derivadas de Temporalero A95. Los efectos del estrés abiótico al 
igual que los mecanismos de tolerancia al estrés abiótico son similares en órganos fuente y 
vertedero. Aunque el estrés actúa simultáneamente limitando tanto la fotosíntesis como la 
absorción de nutrientes, el principal problema para el rendimiento de los cultivos es la 
removilización y deterioro en la calidad de las reservas durante este periodo y durante la 
restauración de la normalidad metabólica, por lo que la mayor acumulación de carbohidratos 
en forma de almidón contribuiria a la tolerancia a las condiciones de estrés abiótico. 
Adicionalmente la T6P ha sido implicada recientemente en la regulación de la síntesis de 
almidón vía activación redox de la ADP-glucosa pirofosforilasa (AGPasa), con implicación 
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directa en la utilización de azúcares a través de la síntesis de almidón en cloroplasto (Kolbe et 
al. 2005, Lunn et al. 2006), lo que explicaría el mayor contenido de almidón en plantas 
acumuladoras de trealosa. Cambios inducidos en los niveles de T6P por el contenido de 
azucares pueden desempeñar un papel de suma importancia en coordinar la utilización de 
carbohidratos y producción de sustancias de reserva (Lunn et al. 2006); por lo que el estudio 
del metabolismo de trealosa tiene efecto directo sobre el rendimiento de los cultivos. 
 
Efecto de la acumulación de trealosa sobre el crecimiento y fenotipo de arroz. Se ha 
reportado que la inhibición química de la trealasa por valA no afecta a nivel morfológico o en 
el desarrollo (Müller et al. 1995, 2001, Wingler 2000) y la sobre-expresión del gen de trealasa 
en Arabidopsis no tiene un fenotipo distinguible de plantas silvestres (Schluepmann et al. 
2003) debido a que la expresión de trealasa y su inhibición no afecta el contenido de T6P. La 
producción de trealosa en plantas transgénicas presentan en algunos casos diferentes 
irregularidades de desarrollo, tales como retraso del crecimiento y una alteración en el 
fenotipo de la hoja (Goddijn et al. 1997, Pilon-Smiths et al. 1998). La razón para las 
desviaciones observadas en el patrón de crecimiento, aún no se ha comprendido 
completamente, pero posteriormente se comprobó que tales desviaciones son causado por una 
sobreproducción de T6P (Schluepmann et al. 2004, Karim et al. 2007). La estrategia 
propuesta en este trabajo consiste de la acumulación de trealosa sin la afectación de los 
niveles de T6P, por lo que se esperaba plantas sin efectos negativos sobre su crecimiento y 
desarrollo. La inhibición de trealasa resultó en líneas transgénicas de arroz con características 
morfológicas similares a las plantas control sin encontrarse afectaciones en la producción de 
biomasa foliar en condiciones de crecimiento normal en la variedad Morelos A98. El efecto 
general de estrés hídrico en las líneas transgénicas y control fue la disminución de biomasa 
foliar y de raíz excepción de las líneas 71 y 75, que presentaron los niveles más altos de 
acumulación de trealosa para esta variedad; sin embargo no se encontraron diferencias 
significativas entre líneas y plantas control para la producción de biomasa. En la variedad 
Temporalero A95 la producción de biomasa foliar en condiciones de estrés es mantenida a 
niveles similares a las condiciones control; la línea 126 se destacó con mayor producción de 
biomasa foliar y de raíz en condiciones control y de sequía; aspecto que concuerda al mayor 
nivel de trealosa en raíz. En la línea 220 se observó un fenotipo característico para plantas 
acumuladoras de trealosa, plantas con crecimiento limitado y coloración de hojas verde 
intensa (Cortina et al. 2005, Romero et al. 1997). Estos efectos pleiotrópicos asociados a la 
acumulación de trealosa son similares los reportados en tomate y tabaco (Cortina et al. 2005, 
Goddijn et al. 1997, Pilon-Smits et al. 1998, Romero et al. 1997) donde se obtuvieron plantas 
con mayor producción de biomasa total en condiciones de estrés hídrico. Schluepmann et al. 
(2003) comprobó que pequeños cambios en el contenido de T6P es la responsable de tales 
fenotipos, altas concentraciones de T6P desarrolla plántulas con cotiledones verde intenso y 
de tamaño reducido; por lo que sería importante conocer si el fenotipo de la línea 220 es 
resultado de modificaciones en el contenido de este metabolito. 
 
Es importante señalar que la presencia de trealosa en las líneas transgénicas no evitó el 
retraso del inicio de la etapa reproductiva en condiciones de sequía, efecto ampliamente 
documentado en arroz, debido a que esta etapa es la más sensible al estrés hídrico (Osuna 
2001). También es interesante la observación que en condiciones de crecimiento sin estrés se 
ve ligeramente afectado el ciclo de desarrollo de las líneas transgénicas, puesto que en 
condiciones control se ve retrasado el inicio de la etapa reproductiva. En las líneas 
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transgénicas derivadas de Morelos A98, todas las líneas se mantuvieron en la etapa de 
emergencia de panícula evento que marca el inicio de la etapa reproductiva; la variedad de 
secano Temporalero A95 parece ser más tolerante a la acumulación de trealosa en este 
aspecto, dado que no se observó una afectación en el ciclo de desarrollo en relación al control. 
Los efectos negativos sobre el crecimiento y desarrollo de la planta son bien conocidos; según 
estudios efectuados por Sharma y Kumar (1989), la reducción en el área de las hojas, materia 
seca y altura de la planta sometida a períodos de sequía, se debe a que el alargamiento celular 
es muy sensible a las variaciones de humedad en el suelo, disminuyendo el crecimiento. 
Estudios realizados por el IRRI (1987), indican que las características del tallo y la raíz 
poseen una estrecha relación con la resistencia a la sequía. Yamagata (1997) expone que hay 
una estrecha relación directa entre la morfología de la hoja y la tolerancia al estrés, de aquí su 
asociación positiva con el rendimiento. Por otra parte, ha sido demostrado que algunos 
procesos morfológicos y fisiológicos pueden ser mantenidos en alto rango como resultado de 
un ajuste osmótico, en este caso la producción de trealosa en condiciones de estrés; como por 
ejemplo el mantenimiento de la conductancia estomática y rangos de fotosíntesis 
relativamente altos (Jones y Rawson, 1979); mantenimiento del crecimiento de hoja, 
hipocótilo y raíz (Cutler et al. 1980; Sharp y Davies, 1979) en comparación con plantas sin 
ajuste osmótico. De acuerdo con varios autores (Gesch et al. 1992, Khanna y Chopra 1999, 
Sen-Gupta y Berkowitz 1987), se ha señalado que el ajuste osmótico probablemente le 
permita sobrevivir y terminar su ciclo de vida a la planta, pero no necesariamente a tener un 
mayor rendimiento bajo estrés. Babu et al. (1999) señalan que el aporte positivo del ajuste 
osmótico al rendimiento está condicionado al largo del período de desecamiento del suelo. 
Blum et al. (1999) señala que el aporte del ajuste osmótico al rendimiento, se manifiesta de 
manera indirecta como por ejemplo, generando un mayor crecimiento de raíces con capacidad 
de explorar un mayor área de suelo. Es importante mencionar, que la eficiencia de selección 
basada en el rendimiento es relativamente baja y que las interacciones genotipo ambiente 
tiene efectos mayores en el proceso (Austin 1989). Otros componentes como la duración del 
ciclo y crecimiento de la planta, son factores que poseen alta heredabilidad y pueden ser 
empleados como criterio de selección para tolerancia a la sequía más eficientemente según 
Richard (1989). De aquí que el conocimiento de los procesos fisiológicos que influyen en el 
rendimiento bajo sequía pueden facilitar la selección mediante el uso de caracteres indirectos 
como el metabolismo de trealosa. 
 
Efecto de la inhibición de trealasa sobre la resistencia a sequía. La tolerancia a la 
sequía en las especies de cultivo está asociada al grado en que éstas regulan el contenido de 
agua y el potencial hídrico foliar durante el estrés. La capacidad de una planta para mantener 
su estado hídrico a medida que el potencial hídrico del suelo disminuye constituye una 
adaptación al déficit hídrico (Acevedo et al. 1998), y esta capacidad se refleja en el CRA, en 
el potencial de solutos (ψs) de los tejidos y en el ajuste osmótico. El CRA (Barrs y 
Weatherley 1962) es la expresión más usada para medir el nivel de agua de un tejido, es una 
medida del contenido de agua del tejido respecto del total de agua que éste puede almacenar, 
se expresa como porcentaje y permite conocer el estado hídrico de la planta, por lo que en este 
trabajo fue un indicativo importante para la determinación de grado de resistencia a la sequía. 
En arroz para la discriminación de variedades resistentes a sequía el enrollamiento de la hoja 
es un factor visual fácilmente evaluado y ampliamente utilizado que varía con el grado de 
tolerancia del genotipo y está controlado por un gen simple recesivo y puede ser localizado en 
el cuarto cromosoma. (Loresto et al. 1976), un grado pequeño de enrollamiento es tomado 
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como un indicativo de una gran capacidad de evitación de deshidratación por el desarrollo de 
raíces profundas y este es un indicativo del potencial de agua en hoja (Jones, 1979). 
Anteriormente que plantas acumuladoras de trealosa aumentan su tolerancia a estrés abiótico 
(Cortina et al. 2005, Garg et al. 2002, Goddijn et al. 1999, Pilon-Smits et al. 1998, Romero et 
al. 1997), sin embargo no se ha reportado que la inhibición de trealasa incremente la 
tolerancia a estrés hídrico por lo que se procedió a analizar el grado de tolerancia en 
condiciones de invernadero. El efecto observado en la variedad Morelos A98 bajo el 
tratamiento de sequía en líneas transgénicas fue una mayor resistencia a estrés observado por 
la disminución de nivel de enrollamiento de hoja; hojas de la planta control sufrieron 
enrollamiento total de sus hojas (nivel 4) con un 50% de CRA (Figura 33). Todas las líneas 
transgénicas derivadas de la variedad Morelos A98 mostraron un menor nivel de estrés 
(ubicados entre el 2 y 3) y mayor contenido de CRA que el control, pero sólo las líneas 76 y 
75 con una diferencia estadística respecto a la eficiencia de mantenimiento de CRA aún en 
condiciones de estrés (Figura 33). Una línea interesante lo fue la 226 la cual a pesar de su bajo 
CRA no mostró señales de estrés evidente (perdió agua rápidamente de la misma manera que 
el control pero a diferencia de éste no hubo enrollamiento de hojas); esta línea así mismo no 
mostró acumulación significativa de trealosa en raíz respecto al control, es probable que la 
acumulación del azúcar se llevara a cabo en otra parte de la planta lo que le confirió 
protección al estrés. En la variedad Temporalero A95 fueron discretos los efectos de 
protección debido a que se presentaron relativamente altos niveles de estrés en líneas 
transgénicas (Figura 38). La línea 144 no conservó el CRA eficientemente y desarrolló 
enrollamiento de hoja al igual que el control. La línea 220 con fenotipo de baja altura y 
conservó de manera más eficiente el CRA de hoja y mostró el mejor nivel de resistencia, 
aunque no fue alta la concentración de trealosa en raíz es probablemente que el contenido de 
trealosa en hoja lo que le confiere la resistencia a sequía así como el fenotipo observado. La 
línea 126 a pesar del alto contenido de trealosa en raíz mostró un nivel 3 de estrés. Sin 
embargo no se presentaron diferencias significativas de CRA en condiciones de sequía 
respecto a las condiciones control, por lo que es posible que la acumulación de trealosa en 
líneas transgénicas no tuviera efecto adicional en la eficiencia de retención de agua genotipo-
independiente, al observar un comportamiento similar de plantas control y líneas en 
condiciones de sequía. 
 
Tomando en cuenta lo anterior el CRA de un genotipo resistente a la sequía debiera tener 
valores altos a pesar del avance del estrés hídrico, lo que le permitiría a la planta mantener la 
turgencia (ψp) (Gesch et al. 1992) y los procesos que de ella dependen. El efecto adaptativo de 
enrollamiento de hoja en arroz, minimiza la pérdida de agua por transpiración durante déficit 
de agua (O´Toole et al. 1979) sin embargo cuando ocurre enrollamiento de hoja se reduce el 
intercambio gaseoso y la intercepción de luz lo cual reduce la fotosíntesis. El efecto de un 
ajuste osmótico que retrase el enrollamiento de la hoja es una respuesta fisiológica que en 
forma colectiva ayuda al mantenimiento de funciones celulares en condiciones de baja 
disponibilidad de agua en hoja. Hsiao et al., (1984) demostró que el grado de enrollamiento de 
la hoja indica la capacidad del arroz de entrar en ajuste osmótico y ocurre un retardo de la 
respuesta de enrollamiento de hoja en condiciones de bajo potencial de agua, esto permite 
mantener el intercambio gaseosas manteniendo la fotosíntesis de la misma manera que retarda 
la senescencia y muerte de la hoja en condiciones de sequía permitiendo recuperarse una vez 
que se restituye el agua a la planta. Es probable que después de haber aplicado el estrés de 
sequía las plantas transgénicas que mostraron mayor nivel de estrés mostraran mejor 
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capacidad de hidratación que las plantas control una vez que hubiera sido restituido el nivel de 
agua a las plantas como se han visto las plantas sobre-productoras de trealosa (Cortina et al. 
2005, Garg et al. 2002, Goddijn y van Dunn 1999, Pilon-Smits et al. 1998, Romero et al. 
1997). Así mismo existe la posibilidad de la interacción con otros factores ambientales como 
la temperatura principalmente lo que pudiese haber influido en el comportamiento del 
enrollamiento de la hoja dado que existen múltiples factores que influencian el estatus hídrico 
de la planta (Ortiz et al. 2003).  
 
Capacidad fotosintética de líneas transgénicas de arroz acumuladoras de trealosa. En 
trabajos anteriores se han reportado efectos opuestos del efecto de la acumulación de trealosa 
sobre la fotosíntesis. Garg et al. (2002) reportó una alta taza de fotosíntesis de arroz 
expresando coordinadamente los genes otsA/otsB bajo condiciones de estrés, sugiriendo que 
la trealosa es la responsable de la alta capacidad fotosintética por la disminución del daño 
fotooxidativo causado por el estrés. Karim et al. (2007) propone que el cloroplasto puede ser 
importante en la tolerancia a sequía debido que la acumulación localizada de trealosa 
incrementa significativamente la tolerancia probablemente por la protección de proteínas 
relacionadas a estrés presentes en cloroplasto. Pellny et al. (2004) demostró que es posible la 
modificación de la fotosíntesis a través del metabolismo de trealosa y que las alteraciones de 
la capacidad fotosintética se encuentran mas relacionadas al contenido de T6P que a los 
niveles de trealosa. Sin embargo, la gran capacidad fotosintética, estrechamente relacionada a 
la cantidad y actividad de Rubisco, no se tradujo en crecimiento mayor o biomasa; esto 
debido a que fue negativamente relacionada al área foliar; en contraste, el crecimiento y 
biomasa fueron relacionados positivamente. 
 
En arroz la capacidad fotosintética entre las variedades Morelos A98 y Temporalero A95, 
mostró una diferencia significativa, siendo mayor la fotosíntesis llevada a cabo por la 
variedad de secano Temporalero A95 en condiciones control, sin embargo el tratamiento de 
sequía afectó esta actividad de manera importante (Figura 39); el mismo comportamiento se 
observó en la variedad Morelos A98 (Figura 34), resultado del efecto de un bajo CRA y 
enrollamiento de hoja. En las líneas transgénicas 71 y 75 derivadas de Morelos A98 que 
mostraron los mayores niveles de acumulación de trealosa en condiciones de estrés, mostraron 
una mejora en la capacidad fotosintética en condiciones control y la sequía no afectó su 
actividad (Figura 34); es posible que la trealosa acumulada en raíz haya proporcionado la 
capacidad de retención de agua evitando los daños provocados por la sequía. En las líneas 76 
y 226 que no presentaron acumulación significativa de trealosa, se observó un incremento 
significativo en la fotosíntesis. En las líneas transgénicas 220 y 144 derivadas de Temporalero 
A95 presentan una disminución significativa de la taza de fotosíntesis en relación a las plantas 
control en condiciones de riego, contrario de la línea 126 que presenta una significativa mayor 
capacidad fotosintética relacionada con la mayor acumulación de trealosa en raíz (Figura 38), 
como se ha visto también en la variedad M98. Sin embargo, las líneas 220 y 144 expuestas a 
sequía conservan significativamente la actividad fotosintética en condiciones control, 
contrario a lo que se observa en la línea 126 la cual disminuye los rangos de actividad a la par 
que el control. La pérdida de actividad fotosintética en esta variedad, se explica con un bajo 
CRA observado y un nivel de enrollamiento de hoja alto contrario a lo observado en líneas de 
la variedad Morelos A98.  
 
 
 94
Parámetros de conductancia y resistencia estomática. En estudio realizado por 
Tsunoda (1997), expone que las plantas de arroz poseen un elevado número de estomas por 
unidad de área comparado con el trigo y el maíz; aunque más pequeños. Sin embargo en 
condiciones de estrés hídrico, la conductancia estomática es regulada acorde a la respuesta 
varietal al estrés por sequía. Las variedades de secano poseen menor número de estomas, 
menor apertura e inferior conductancia estomática (Tsunoda y Fukoshima, 1986), por lo que 
es positivo que las plantas resistentes a sequía sean menos sensibles a la síntesis y 
translocación del ácido abscísico en condiciones de secano y presenten resistencia estomática 
superior.  
 
En líneas transgénicas de ambas variedades se obtuvieron mayores niveles de 
conductancia estomática que plantas control. El mantenimiento de la conductancia estomática 
en condiciones de sequía de las líneas transgénicas constituye un aporte positivo a la 
capacidad fotosintética y no limita la fotosíntesis como ocurre en plantas control. Es posible 
que este comportamiento sea explicado por un mayor número de estomas y la regulación de 
estos bajo estrés hídrico. Karim et al (2007) reporta que plantas transgénicas productoras de 
trealosa contienen de 20 a 30% más que plantas silvestres, por lo que el cierre estomático no 
limita la fotosíntesis en condiciones de sequía; asimismo, sugiere que el metabolismo de 
trealosa afecta el desarrollo de células guarda y posiblemente también afecta su respuesta a 
sequía. Es posible que el metabolismo de trealosa este fuertemente implicado en la función 
estomática dado que el gen TPS1 de Arabidopsis responde fuertemente a la señalización por 
ABA en células guarda (Leonhardt et al. 2004), Este aspecto se sumaría a las diversas 
funciones que el metabolismo de trealosa desarrolla en respuesta al estrés abótico. 
 
Uso del metabolismo de la trealosa como marcador bioquímico en el mejoramiento 
genético del arroz. El análisis detallado de los datos del metabolismo de la trealosa, así como 
el comportamiento fisiológico bajo condiciones de estrés hídrico de plantas silvestres de la 
variedad tolerante y sensible a sequía, permitió obtener evidencia para proponer el uso como 
marcador bioquímico en el mejoramiento genético del arroz. En los programas de 
mejoramiento tradicional, no se han asociado características fenotípicas o fisiológicas 
directamente con la tolerancia a sequía y aún no se conocen las bases genéticas que controlan 
la tolerancia a sequía en arroz. Recientemente, se han identificado QTL´s relacionados a 
sequía (Li y Xu 2007) para ser utilizados como marcadores de selección, sin embargo debido 
a la complejidad del carácter el proceso es lento debido a un gran número de QTL´s 
identificados. En este trabajo se encontró que el contenido de trealosa de plantas bajo sequía 
fue incrementado significativamente solo la variedad Temporalero A95, tolerente a sequía 
además de cambios en los niveles de sacarosa y almidón. La actividad trealasa es alta en la 
variedad tolerante a sequía Temporalero A95, en relación a la variedad Morelos A98. Además 
se observó un incremento an la capacidad fotosintética en Temporalero A95 observada bajo 
condiciones de estrés hídrico, la cual fue acompañada de baja resistencia estomática y mejor 
capacidad de retención de agua ambas también bajo estrés. La información bioquímica 
obtenida del metabolismo de la trealosa junto con características fisiológicas y morfológicas 
relacionadas a la tolerancia a sequía, puede ser utilizada como marcador de selección en el 
proceso de mejoramiento genético del arroz. Los ensayos tradicionales utilizados para medir 
la tolerancia a sequía pueden ser reforzados por la lectura de la actividad trealasa, contenido 
de trealosa o inducción específica de los genes TPP/TPS bajo condiciones de estrés como 
marcadores del nivel de adaptación a estrés abiótico en arroz. 
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La estrategia utilizada en este trabajo no modificó la capacidad natural de la planta de 
sintetizar trealosa, ya que solo se trató de evitar su degradación y con ello su acumulación. 
Teóricamente no se esperaban cambios importantes en los niveles de T6P y por lo tanto no 
debiesen existir efectos detrimentales en el crecimiento y desarrollo de la planta como ocurrió 
en ambas variedades, obteniendo en general plantas de fenotipo normal sin afectaciones 
importantes en su ciclo de vida. La acumulación de trealosa se observa básicamente en 
condiciones de sequía, anteriormente se ha reportado que los genes TPS y TPP son inducibles 
por estrés, y es en estas condiciones cuando es posible observar el efecto de la inhibición de la 
trealasa sobre la resistencia a sequía. En el genotipo Morelos A98 la inhibición de la trealasa 
proporcionó a la planta una mejor tolerancia a la sequía manteniendo la turgencia en 
condiciones de estrés; en tanto que en las líneas transgénicas de la variedad Temporalero A95 
mostró efectos discretos dado que no se evitó el desarrollo de signos de estrés como el 
enrollamiento de hoja principalmente. Lo mecanismos evaluados en los que tuvo efecto 
positivo la presencia de trealosa fue el mantenimiento del CRA en hoja conservando la 
turgencia y con ello los procesos fotosintéticos. Las diferencias encontradas en este trabajo 
indican que el metabolismo de trealosa y en particular la actividad trealasa en raíz tiene una 
relación en la resistencia a sequía en variedades de arroz de secano (Temporalero A95) y 
consecuentemente en la adquisición de resistencia en plantas sensibles (Morelos A98). Existe 
una tendencia de niveles de alta actividad trealasa en raíces de plantas resistentes a sequía, lo 
que refleja la capacidad de regular el metabolismo de la trealosa. Es probable que existan 
niveles “permitidos” por la planta para la acumulación de trealosa para un crecimiento normal 
dado que es posible que exista una modulación de la actividad trealasa en condiciones de 
estrés. Sería importante investigar si existe una relación directa entre la capacidad de 
regulación de metabolismo de trealosa en especial la actividad trealasa y la resistencia a 
déficit hídrico. Así también es interesante investigar la existencia de un mecanismo de 
regulación de la actividad trealasa en condiciones de estrés hídrico y como se ven afectados 
los niveles de T6P por esta enzima. Los efectos de la inhibición de trealasa y con ello 
acumulación de trealosa de la plantas de arroz generadas, corrobora la existencia de un papel 
importante del metabolismo de trealosa en los mecanismos regulatorios del crecimiento de la 
planta, así como en el metabolismo y la tolerancia a estrés. 
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CONCLUSIONES 
 
 
 
1. La inhibición por antisentido disminuye la actividad trealasa en líneas transgénicas de 
arroz. 
 
2. Las condiciones de sequía inducen la acumulación de trealosa en líneas transgénicas de 
manera significativa. 
 
3. Líneas transgénicas del genotipo Temporalero A95 presentan los mayores niveles de 
acumulación de trealosa en raíz. 
 
4. La acumulación de trealosa en líneas transgénicas de la variedad Temporalero A95 
induce una mayor producción de biomasa foliar y radicular en condiciones de riego y sequía. 
 
5. La acumulación de trealosa retrasa el inicio de etapa reproductiva en líneas transgénicas 
de Morelos A98 y no en líneas de Temporalero A95 evidenciando la distinta tolerancia a la 
acumulación de trealosa. 
 
6. La capacidad fotosintética en líneas transgénicas es mayor que plantas de tipo silvestre. 
 
7. La inhibición de la actividad trealasa incrementa la tolerancia a sequía en arroz. 
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Abstract: Rice is one of the most important crops worldwide. Abiotic stresses can directly or 
indirectly affect its physiology status, which may negatively alter overall metabolism. Rice is 
drastically affected when grown under drought conditions in rain-fed lowland ecosystems. 
Unfortunately, traits influencing the response of drought tolerance in rice and other crops are 
controlled by genetic regulation localized in many quantitative trait loci (QTL) so the 
breeding is a long and complex process. Trehalose accumulation in several plant tissues has 
correlated with the development of different abiotic stresses including drought tolerance and 
might be involved in mechanisms of osmoprotection and stabilization of biomolecules. In this 
study we characterized and analyzed trehalose accumulation and activity and the plant growth 
in three selected mexican rice genotypes: two drought tolerant (Temporalero A95 and 
Sabanero A95) and one drought sensitive (Morelos A98) after a drought treatment with the 
aim to obtain evidences to be used as genetic markers. Our results show that similar trehalose 
content was found in roots under irrigated conditions among all varieties, however, under 
drought conditions the synthesis of trehalose was enhanced only in drought tolerant varieties. 
Additionally, changes in the levels of non-structural sugars accompanied the accumulation of 
trehalose. Trehalase activity was higher in drought tolerant varieties than the sensitive one. An 
increased nphotosynthetic capacity in drought tolerant varieties was observed under stress 
conditions, which was accompanied with lower stomatal resistance and better water holding 
capacity. We conclude that the information obtained can be used as a marker-assisted 
selection to drought tolerance with the aim of developing new protocols for genetic 
improvement in drought tolerance in rice. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 116
Efficient secretion of a modified E7 protein from Human 
Papilloma Virus type-16 by Lactococcus lactis 
 
 
D. Quistián-Martínez1, J. Villatoro-Hernández2, M.J. Loera-Arias2, B.R. Rangel- 
Colmenero2, L.M. Zavala-Flores2, J. Sepúlveda-Saavedra2, S. Guzmán-López3, R.E. 
Elizondo-Omaña3, R. Montes-de-Oca-Luna2, O. Saucedo-Cárdenas2,4* 
1 Departamento de Bioquímica, Facultad de Ciencias Biológicas, Universidad Autónoma de 
Nuevo León (UANL), San Nicolás de los Garza, N.L. México. 
2 Departamento de Histología, Facultad de Medicina, UANL, Monterrey, N.L. México. 
3 Departamento de Anatomía Humana, Facultad de Medicina, UANL, Monterrey, N.L. 
México. 
4 División de Genética, Centro de Investigación Biomédica del Noreste, Instituto Mexicano 
del Seguro Social (IMSS), Monterrey, N.L. México 
 
